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To what extent the augmentation in the epinephrine output rate under 
morphine poisoning depends upon its central mechanism is the question 
*to be anwsered by the present essay. And it was studied on the dogs in 
the conditions as physiological as possible; that is, all the methods and 
procedures used in our Laboratory was also applied here, the data yielded 
in the hands of Sato and Ohmi" and of Wada and others?) being taken 
as the controls. The blood sugar content (F ujita’s method), and the ar- 
terial blood pressure (the femoral artery) were measured also in the same 
manner as in the previous investigations.!) 2) 

Morphine hydrochloride of a 2 per cent solution in the physiological 
saline fluid was injected in 30 seconds into the saphena vein in a dose of 8 
mg per kg of body weight, for it was the dose applied in both groups of 
investigations. 


RESULTS: 

The outline of the experimental procedures will be seen in an example 
given here, in which the splanchnic nerves on the left side were cut through 
just after the lumbar route preparation. 
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| Still prostrated. 


The wound sewed up. Room temp. 23-22°C. 
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Epinephrine Output Rate : 

In two dogs, the splanchnic nerves were left wholly untouched. 

In Dog A, ¢ 11.5 kg. (16. VII. 1938), the blood flow through the left gland 
was 0.13cc per kg per minute and the epinephrine content in Icc blood 0.000025 
mg. The initial output rate was calculated therefore as 0.000003 mg per kg per 
minute (the mean of 4 determinations). The quantities for the left gland in 
Dog B (917.0 kg; 27. IV. 1938) were 0.35 cc, 0.000025 mg and 0.000006 mg 
(the mean of 4 assays). 

On receiving morphine in a dose of 8 mg per kg, the epinephrine dis- 
charge increased at once to 0.00024 mg per kg per minute in Dog A. The 
two samples taken successively immediately after the injection showed quite 
the same features. The increase was resulted only by the increase of the 
epinephrine concentration (0.0028 mg in 1 cc blood), while the blood flow 
was measured as rather reduced, viz. 0.09 per kg per min. ; 3 minutes further 
later the output rate became a llittle smaller, that is, 0.0002 mg per kg per 
minute was measured. 5 minutes further later it was 0.000044 mg, and 
for one hour thereafter it continued to be 0.00004 mg. 15 minutes later it 
resumed almost the initial value, one hour further later 0.000012 mg was 
estimated. The blood flow through the gland was almost remained as 
0.09-0.10 cc per kg per minute. 

A similar tendency was also noted for the left suprarenal capsule in 
Dog B. 5 minutes after the injection the output rate was measured as 
0.0003 mg per kg per minute (flow: 0.25 cc and content: 0.0012 mg). 1 
minute later 0.00022 mg and 9 minutes further later 0.000025 mg, and this 
rate was noted for 1 hour and 15 minutes. 30 minutes later half a slow 
rate was found. The blood flow through the gland was somewhat 
smaller than the initial, viz. 0.25-0.32 cc per kg per minute. 

In three dogs, the left splanchnic nerves were cut after having finished 
the left lumbar route preparation. While an insignificant acceleration was 
occasioned in Dog D (@ 12 kg, 6. VII. °38) by the morphine intoxication, 
such as 0.000013 mg per kg per minute against 0.000005 mg of the pre- 
injection period (blood flow 0.25 cc, concentration 0.000019), no alteration 
was witnessed in the remaining two instances (Dog E, @ 12.1 kg, 27. VII. 
38; Lside; Dog F, 6 17 kg, 10. XI. °38; Lside). The output rate was in 
Dog E 0.000012-0.000013 mg per kg per min. through the whole experi- 
mental course extending for 2.5 hours, and in Dog F 0.000017-0.000021 
mg for about 2.5 hours. 

In Dog D that small augmentation lasted for one hour, and this aug- 
mentation is due solely to an increase of epinephrine concentration, the out- 
flow of blood from the gland underwent a reduction, viz. by an half or two 
thirds. The epinephrine content and the flow rate of the blood from the 
glend remained unaltered in Dog E and F, notwithstanding of the morphine 
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poisoning. Only 1 minute after the injection the flow rate decreased by 
half, which resulted in a reduction in the output rate of epinephrine(0.00000- 
11 mg). The former is apparently due to a fall of the blood pressure from 
112 mm Hg to 52mm. The recoveries soon took place (0.0000021 mg 
and 90 mm). 

The splanchnic nerves were divided on both sides in Dog G (@, 17.2 
kg; 13. VII. ’38); A very small increase occurréd in this dog on receiving 
morphine i.v. 

The epinephrine output rate in the pre-injection period was 0.000004- 
0.000005 mg per kg per min. (0.23-0.25 cc and 0.000019.mg), and 0.000005 
mg was the rate determined just during the injection and succeeding 30 
seconds. 0.000007 mg was that 1 minute later, 0.000009 mg was that 
taken 5 and 10 minutes after injection, 0.00008 mg that noted 16 and 30 
minutes after the injection. 0.000006 mg was noted 45 minutes and 60 
minutes after the injection and 0.000003 mg was found 1: 30 and 2 hours 
after the injection. 

Thus the morphine failed to produce any augmentation in the epine- 
phrine output rate from the denervated suprarenal gland, in spite of a 
sufficient dosage which is proved in normal dogs to set forth a considerable 
acceleration such as 100-40 fold the initial value. There was an accelera- 
tion in Dog D and G, but it was too small for taking it as such, but we must 
take so from its timely relation. Whether this small increase can be taken 
as due to some shortcomings in neurotomy must be questioned. 


The Arterial Blood Pressure : 

In Dog A: 98-102 mm Hg in the pre-injection period; on the injection a 
small, short rise was followed by a long fall; 1 minute after the injection 42 mm, 
10 minutes after the injection 36 mm, the lowest, then gradually recovered, but 
2 hours after the injection it was still low, viz. 68 mm. 

In Dog B: 102 mm Hg before the injection, 30 seconds after the injection 
the pressure began to fall, and reached its lowest value, viz. 24 mm 2 minutes 
later. Then the pressure is apt to ascend but very slowly, so that 150 minutes 
later the initial height was not yet recovered. 

Such results harmonize well with the figures obtained by the previous ex- 
periments which were carried out under the same conditions with ours and mor- 
phine was applied in the same quantity.!)®) 

In Dog D, the splanchnic nerves of which were cut unilaterally, the femoral 
pressure a little ascended transitorily on the i.v. injection of morphine, but soon 
replaced by a small transitory fall, and 85 seconds after the injection the pressure 
began to fall clearly, so that 10 minutes after the injection it was 50 mm Hg, 
60 minutes after the injection 76 mm and 120 minutes 84 mm. 

The arterial pressure in Dog E, in which the splanchinic nerves were cut 
on the left side, began to fall from the pre-injection level of 96-100 mm Hg within 
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34 seconds after the start of injection, and reached its lowest level, 40 mm in 110 
seconds after the injection, and afterwards tended to recover only slowly, so that 
80 mm was the record obtained two hours after the injection. 

In the third dog (F) with the unilateral section of the splanchnic nerves the 
blood pressure began to fall thirty seconds after the start of injection from 108 
mm Hg to 44 mm, the lowest level, in 37 seconds. Then a very slow recovery set 
in there; two hours after the injection the pressure was still 90 mm. 

Finally in a dog (G), in which the nerves were bilaterally cut not long before 
the morphine experiment, the pressure rose on beginning the injection, but only 
transitorily, and before ending it the pressure began to descend. 44 mm Hg was 
noted as the lowest against 154 mm before the injection. Two hours were not 
enough to see a complete recovery (126 mm). 

The results above cited show with definiteness that the unilateral sec- 
tion of the splanchnic nerves and moreover the bilateral section do not effect 
the action of morphine application upon the arterial blood pressure of dogs, 
while the section abolishes totally the augmentation of the epinephrine out- 
put on the other hand. 

The findings of a previous author*) on rabbits, that ligating the suprarenal 
veins or excluding the glands annuls the effect of morphine upon the arterial pres- 
sure might be taken due to the unfitness of experimental conditions, as frequently 
pointed out by several authors. 


The Blood Sugar: 


The morphine hyperglycemia was not materially affected by the single 
splanchnicotomy, while the double neurotomy abolished it, as shown in the 
following. 

Dog A (normal): the initial content: 0.097%, the maximum value 
on morphine 0.147 % 5 minutes after the injection, the duration of hyper- 
glycemia over 2 hrs; Dog B (normal): 0.102%, 0.152% in 15 minutes, 2 
hrs; Dog D (unilat. spl.): 0.107%, 0.161% in 10 minutes, 1 hr, Dog E 
(unilat. spl.) : 0.117%, 0.178% in 25 minutes, 1.5 hrs; Dog F (unilat. spl.): 
0.10%, 0.108% jn 15 minutes, 30minutes; and Dog G (double spl.) 0.094%, 
0.097% in 5 minutes, 15 minutes. 

At any rate, influence of the double splanchnicotomy upon the mor- 
phine hyperglycemia is incomparably large in the case of dogs in contrast 
with that of rabbits.” 


SUMMARY. 


The suprarenal vein blood was collected from the dogs in the conditions 
as physiological as possible, and its epinephrine content was determined 
by means of the rabbit intestine segment. 

Morphine hydochloride was injected into a saphena vein in dose of 
8 mg per kg of body weight in 30 seconds. 
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Interference with the splanchnic nerves totally abolishes the augment- 
ing action of morphine upon the epinephrine output rate from the gland 
on that side. 

Double splanchnicotomy nearly totally abolishes the appearance of 
hyperglycemia due to morphine, while the depressant action af morphine 
upon the arterial blood pressure does not suffer therefrom. 
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Unterschiede des Aktionspotentials der Froschhaut 
bei direkter und indirekter Reizung, 
besonders in seiner Temperaturabhangigkeit. 
Von 
Takato Sugisita. 

(% F # A) 


(Aus dem II. Institut fiir Physiologie der Tohoku-Universitat 
zu Sendai. Vorstand: Prof. Dr. K. Motokawa) 


(Received for publication, November 21, 1944) 
Einleitung. 

Man versteht unter dem Aktionspotential der Froschhaut gewéhnlich 
die Potentialveranderung, welche bei Reizung der Hautnerven auftritt. 
Biedermann" und Waller?) wiesen darauf hin, dass sich eine Poten- 
tialveranderung der Fronschhaut auch durch die direkte Reizung der Haut 
an sich hervorrufen lasst, aber es blieb lange unklar, ob die auf diese ganz 
verschiedene Weise ‘erhaltenen Akitonspotentiale ebenso verschiedener oder 
gleicher Natur seien. Diese Frage ist von Motokawa ® * ® eingehend 
untersucht worden. Nach diesem Autor stammt das Aktionspotential bei 
direkter Reizung von den Epidermiszellen der Haut, wahrend das bei 
indirekter oder Nervenreizung auftretende seinen Ursprung in den Driisen- 
zellen der Haut hat. Es sei im folgenden einfachheitshalber das Aktions- 
potential bei indirekter Reizung mit Ai, das bei direkter Reizung mit Ad 
bezeichnet. 

Die Temperaturabhangigkeit des Ai wurde von Bach u. Oehler®, 
von Bayliss u. Bradford” und von Motokawa® untersucht, aber 
die des Ad ist kaum jemals Gegenstand der Untersuchung gewesen. Ich 
habe in vorliegender Arbeit die ‘Temperaturabhangigkeit der beiden Poten- 
tiale vergleichend untersucht und die von Motokawa aufgezeigte ver- 
schiedene Natur der beiden Potentiale véllig bestatigen kénnen. 


Versuchsmethodik. 

Die Versuchsanordnung unterschied sich kaum von der von Moto- 
kawa® und Narita” benutzten, so dass hier auf diese Arbeiten verwiesen 
werden kann. Als Ableitungsfliissigkeit wurde Ringerlésung von etwa 80 
ccm benutzt, in die unpolarisierbare Zn-ZnSO,-Gelatine-Elektroden ein- 
getaucht wurden, um das Akitionspotential einem Spiegelgalvanometer 
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zuzuleiten. Die Galvanometerablenkung durch das Ruhepotential wurde 
vor den Reizversuchen jeweilig genau kompensiert, und der dementspre- 
chende Wert des Ruhepotentials abgelesen. 

Bei der direkten Reizung der Froschhaut wurde die Platinelektrode in 
die Ringerlésung in unmittelbarer Nahe der Froschhaut eingetaucht, um 
aus dem Porterschen Induktorium einen kurzen Induktionsschlag direkt 
der Haut zuschicken zu kénnen. In Anbetracht dessen, dass der Reiz- 
strom an sich eine Ablenkung des Galvanometers verursachen kann, wurde 
der letztere fiir kurze Zeit, namlich etwa 20 msec kurzgeschlossen. Durch 
dieses Verfahren liess sich der Reizeinbruch in den Galvanometer erfolg- 
reich vermeiden und zwar ging das Aktionspotential dadurch kaum 
verloren, weil sein zeitlicher Verlauf im allgemeinen gegeniiber der Dauer 
des Kurzschlusses lang genug ist. 

Die Temperatur wurde in der Weise zwischen 0°-40°C variiert, dass 
die Haut mit der bis zu einer bestimmten Temperatur erwarmten oder 
abgekiilten Ringerlésung innen und aussen bespiilt wurde, und nach einer 
Minute wurde dann der Reizversuch ausgefiihrt, um den der so eingestellen 
Temperatur entsprechenden Wert des Aktionspotentials zu messen. Sukzes- 
sive Veranderungen der Temperatur wurden auf solche innerhalb 5° 
beschrankt, denn das Hautpotential konnte einer Veranderung zwischen 
zwei zu weit entfernten Temperaturen schwer folgen, so dass sich die Re- 
produzierbarkeit der Ergebnisse bei solchem Verfahren als nicht befriedigend 
erwies. 

Als Kontrolle fiir die direkte Reizung der Froschhaut wurde auch die 
indirekte ausgefiihrt; die auf die Platinelektrode gehangten Hautnerven 
wurden mit einem Induktionsschlage gereizt, und so auftretende Galvano- 
meter-Ausschlage in derselben Weise wie bei der direkten Reizung abgele- 
sen. Um der Ermiidung der Nerven vorzubeugen, wurden die Reizver- 
suche mit einem Intervall von 3-5 Minuten ausgefiihrt. Die Zusammen- 
setzung der benutzten Ringerlésung war NaCl 0,6%, KCl 0,02%, CaCl, 
0,02%, und als Versuchsmaterial diente die Riickenhaut des japanischen 
Wasserfrosches, Rana nigromaculata. 


Versuchsergebnisse und Diskussion. 


(1) Unterschiede zwischen dem Aktionspotential bei direkter (Ad) und indirekter 
Reizung (Ai). 

Es unterliegt keinem Zweifel, dass wie aus den Motokawaschen 
Untersuchungen hervorgeht, Ad und Ai mit einer Erregung der Epidermis- 
resp: Driisenzellen der Haut zusammenhangen, und diese Auffassung 
wurde durch folgende Untersuchungen weiter bestatigt: Die Anwendung 
von Atropin in einer Konzentration von 10-*- 10-5 iibte fast keinen Einfluss 
auf das Ruhepotential und auf Ad aus, aber Ai erfuhr durch seine Ein- 
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TABELLE I. 


Unterschiede der Atropinwirkung auf die Aktionspotentiale durch direkte 
und indirekte elektrische Reizung bei geniigend grosser Reizstarke. 





















































as : | Aktionspotential (mV) 
Zeit in Ableitungs- | Ad 
Minuten fliissigkeit | Bei direkt. | Beiindirekt. | ~Ai 
Reiz (Ad) | Reiz (Ai) | 
0 | Ringer | 114 | 22 | 5,2 
5 ” | 12,6 | 2,0 | 63 
10 ~ | 12.8 | 2,0 | 64 
15 5x 10-5Atropin-R. | 6,2 | 1,2 | 52 
20 | ” 10,1 | 0,2 | 50.5 
25 ” | 11,3 0,2 | 56,5 
b 3002~CO«*# ” | 13,4 | 0,3 | 44,7 
3 | ” | 11,1 | 0,1 | 111,0 
40 | ” | 11,4 | 0,3 | 38,0 
45 | » | 13,7 | 0,2 | 685 
50 ” 16,1 0,3 | 53,7 
55 ” 13,8 | 0,2 | 69,0 
60 ” | 16,3 | 0,2 { 81,5 


wirkung eine deutliche Herabsetzung und verschwand, wie aus Tabelle I 
hervorgeht, unter Umstanden ganz und gar. Diese selektive Wirkung von 
Atropin machte sich nur dann ausgepragt bemerkbar, wenn die Konzen- 
tration niedrig genug war; bei hohen Atropin-Konzentrationen wurden 
sowohl das Ruhepotential als auch Ad mehr oder weniger stark herabgesetzt, 
was auf die schadliche Wirkung des Atropins zuriickzufiihren ist. 

Eine andere Voraussetzung fiir die selektive Wirkung des Atropins ist 
die Reizstarke; bei hinreichend starker Reizung wurde Ad durch Atropin 
kaum beeinflusst, wahrend Ai bis zu Null herabgesetzt wurde; diese aus- 
gepragte selektive Wirkung liess sich jedoch bei schwacher Reizung kaum 
bemerken, indem Ad durch Atropin stark herabgesetzt wurde (Tabelle II). 
Diesem Verhalten liegt wahrscheinlich der Umstand zugrunde, dass die 
Reizschwelle der Hautnerven niedriger als die der Epidermiszellen ist; 
bei schwacher Reizung werden selbst bei direkter Reizung hauptsachlich 
die empfindlichen Hautnerven erregt, so dass Ad bei schwacher Reizung 
nicht durch die Erregung der Epidermis- sondern hauptsachlich durch die 








10 T. Sugisita 


TABELLE II. 


Gleiches Verhalten der Aktionspotentiale durch direkte und indirekte 
elektrische Reizung gegen Atropin bei schwacher Reizstarke. 





































































































Zeit in Ableitungs: Aktionspotential (mV) - 
Minuten fliissigkeit Bei direkt. Bei indirekt. “Ai 
Reiz (Ad) Reiz (Ai) 

0 Ringer . 14,2 3,2 4,4 

5 ” 11,3 3,4 3,3 

10 fe ” 16,4 3,3 5,0 
15 ” 13,0 3,4 3,8 
20 5x 10-4Atropin-R. 85 3,1 2,7 
25 ” 6,0 1,8 3,3 
30 ” 4,4 1,7 2,6 
35 ” 4,8 1,5 3,2 
40 ” 5,0 ; 1,3 3,8 
45 ” 4,2 1,2 3,5 
50 ” 4,3 08 5,4 
55 ~ 4°5 | 1,0 45 
60 ” 49 | 1,0 4,9 














der Driisenzellen bedingt ist, was der Grund dafiir sein diirfte, dass Ad 
bei schwacher Reizung durch Atropin ebenso stark wie Ai herabgesetzt 
wird. Im Gegensatz dazu wird die Potentialveranderung bei starker 
direkter Reizung hauptsachlich durch die Erregung der Epidermiszellen 
bedingt, wobei der Anteil der Potentialveranderung durch Nervenreizung 
eine nur untergeordnete Rolle spielt, weil in der Haut viel mehr Epidermis- 
als Driisenzellen vorhanden sind. Die unter Umstanden beobachtete 
geringe Abnahme des Ad bei starker Reizung unter Atropineinwirkung 
lasst sich aus dem gesagten wohl verstehn, denn der durch Nervenreizung 
bedingte geringe Anteil geht durch die Atropineinwirkung verloren und 
fiihrt eine geringe Abnahme des Ad herbei. Es sei daher im folgenden 
unter Ad nur die Potentialveranderung bei hinreichend starker direkter 
Reizung verstanden. 

Die Abhangigkeit des Ad und des Ai von der Reizstarke ist ziemlich 
stark voneinander verschieden; Ai steigt bei zunehmender Reizstarke 
steil an und erreicht einen Sattigungszustand, der gewohnlich einigen mV 
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TABELLE III. 


Unterschiede der Wirkung des Acetylcholins auf die Aktionspotentiale 
durch direkte und indirekte elektrische Reizung. 










































































Aktionspotential (mV) 

Zeit in Ableitungs- ae Bas ; Ad 
Minuten fliissigkeit Bei direkt. Bei indirekt. “Al 

Reiz (Ad) Reiz (Ai) 
0 Ringer 12,0 1,0 12,0 
5 ” 12,8 1,4 9,1 
10 ” 14,5 1,5 9,7 
15 ” 16,5 1,4 11,8 
20 10-5Acetylcholin-R. 13,4 4,5 3,0 
25 ” 12,8 5,0 26 
30 ” 12,5 5,6 2,2 
35 ” 12,6 | 6,5 1,9 
40 ~ 13,0 | 6,3 2,1 
45 ”- 14,0 | 6,8 2,1 
50 ” 15,0 7,0 2,1 
55 ” 15,5 | 6,2 2,5 
60 ” 17,3 | 6,5 2,7 











entspricht, wahrend Ad mit der Zunahme der Reizstarke immer weiter 
zunimmt, bis es bei einem zu starken Reiz durch Schadigung herabgesetzt 
wird. Mit anderen Worten, der Sattigungszustand liess sich bei Ad, 
welches bei mittelstarker Reizung gewéhnlich 10-20 mV betrug, kaum 
erreichen. 

Man kann ferner einen deutlichen Unterschied bei Anwendung von 
Acetylcholin feststellen; Ai wurde durch dieses Mittel immer so deutlich 
verstarkt, dass es sich unter Umstanden dem Wert des Ad naherte (Tabelle 
III). Im Gegensatz zu dieser eklatanten Wirkung auf Ai war gar keine 
Wirkung auf Ad zu bemerken, abgesehen von einer geringen Zunahme des 
Ad, die wahrscheinlich auf den durch Nervenreizung bedingten Anteil des 
Ad zuriickzufiihren ist. Dieser Unterschied ist wohl begreiflich, wenn man 
die Eigentiimlichkeit des Acetylcholins beriicksichtigt, dass es nur auf die 
Endigungen der cholinergischen Nerven selektiv einwirkt. 

Die Wirkungslosigkeit auf Ad stellt den sichersten Beweis dafiir 
dar, dass kein nervéses Element an Ad teilnimmt, und dass die Epidermis- 
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zellen in der Tat wie Motokawa annimmt fiir Ad verantwortlich sind. 


(II) Einfluss der Temperatur auf das Aktionspotential bei direkter Rewzung (Ad). 


Nach den oben zitierten Untersuchungen gibt es eine optimale Tem- 
peratur fiir Ai, die nach Motokawa zwischen 10°-16°C liegt. Ad 
verhalt sich, oben wie Abb. 1 zeigt, gegen die Temperatur ganz anders als 
Ai. Die Temperaturabhangigkeit des Ad stimmt insofern mit der des 
Ruhepotentials iiberein, als sich das Potential der Temperatur parallel 
verandert. Diese Ubereinstimmung ist ohne weiters verstandlich, wenn 
man annimmt, dass sich sowohl Ruhepotential als auch Ad auf ein und 
dasselbe Substrat, nahmlich die Epidermiszellen beziehen. 

Der Unterschied der Temperaturabhangigkeit der beiden Aktions- 
potentiale zeigt sich besonders deutlich, wenn die Potentiale, wie in Abb. 
2, als Ordinate und die Temperatur als Abszisse aufgetragen werden. Die 
Beziehung zwischen Ad und der Temperatur ist fast linear, abgesehen von 
einer geringen Abweichung in hohen Temperaturgebieten z.B. bei iiber 
35°C. Diese Abweichung lasst sich solange kaum vermeiden, als das 
Versuchsmaterial lebendig ist, denn alle lebendige Substanzen erfahren 
bei zu hohen Temperaturen eine mehr oder weniger starke Schadigung. 
Ai nimmt den maximalen Wert bei einer mittleren Temperatur z.B. 15°C 
an, die wohl noch innerhalb der physiologischen Grnzen liegt. Dieses 
Ergebnis stimmt mit dem von Motokawa viéllig iiberein; die Deutung 
dieser Zusammenhange ist in den Arbeiten dieses Autors zu finden. Die 
Abhangigkeit des Ad und die Unabhangigkeit des Ai vom Ruhepotential 
gehen sehr deutlich aus Abb. 3 hervor. 


Zusammenfassung. 


1. Das Aktionspotential der Froschhaut auf direkte (Ad) und 
indirekte Reizung (Ai) zeigen in folgenden Punkten deutliche Unterschiede: 
Ai wird durch Einwirkung von Acetylcholin geférdert und im Gegensatz 
dazu durch Atropin gehemmt, wahrend Ad durch beide Mittel gar nicht 
beeinflusst wird. 

2. Ad nimmt mit der Starke des elektrischen Reizes immer weiter zu 
und kann eine so hohen Wert wie z.B. einige zehn mV erreichen. Ai 
steigt mit der Zunahme der Reizstarke viel steiler an und erreicht einen 
Sattigungswert, der nur einige mV betragt. Ad unterscheidet sich bei 
schwacher Reizung in mehreren Punkten kaum von Ai. Dies Verhalten ist 
darauf zuriickzufiihren, dass die Hautnerven gegen elektrische Reize viel 
empfindlicher sind als die Epidermiszellen und somit bei schwacher direkter 
Reizung hauptsachlich die Driisenzellen indirekt gereizt werden. Das 
Aktionspotential des Epidermiszellen ]asst sich daher nur durch hinreichend 


starke Reize erhalten. 
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3. Ad hangt mit der Temperatur linear zusammen, wahrend Ai den 
maximalen Wert bei einer bestimmten Temperatur z.B. etwa 15° annimmt. 








)- 4. Ad geht im allgemeinen dem Ruhepotential parallel, aber zwischen 
1- Ai und dem Ruhepotential besteht kein Parallelismus. 
d Am Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. K. Motokawa fiir seine stete 
Is freundliche Leitung meinen aufrichtigen Dank aus. 
CS 
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1s Abb. 1. Parallele Veranderungen des Ruhepotentials und des Ak- 
d tionspotentials auf direkte Reizung zur Temperatur. 
A. P.: Aktionspotential. R.P.: Ruhepotential T.: Tem- 
peratur. 
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Abb. 2. Die Abhangigkeit des Aktionspotentials auf direkte Rei- 
zung von der Temperatur(obere lineare Kurven)und die des Aktionspoten- 
tials auf indirekte Reizung (untere gekriimmte Kurven). Pfeile an dem 
Kurven zeigen Versuchsreihenfolge an. 

Abszisse: Temperatur. Ordinate: Ad od. Ai. 
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Abb. 3. Beziehung zwischen Aktionspotentialen und Ruhepoten- 
tial. Gefiillte Kreise beziehen sich auf die Aktionspotentiale bei direkter 
Reizung und leere auf die Aktionspot. bei indirekter Reizung. 

Abszisse: Ruhepot. Ordinate: Ad od. Ai. 
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Unicellular Diagnosis of Disease: 3rd Report. 
Diagnosis of Critical Condition. 


By 
Akira Sato 
(fi Me i) 


(From the Department, of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
Tohoku University, Sendai. Director: Prof. Akira Sato.) 


(Received for publication, December 8, 1948) 


The unicellular diagnosis of disease means the diagnosis of a disease 
on the basis of a uniform change of physiological cells belonging to a 
certain system, so that theoretically the microscopic view of only a single 
cell will suffice for the purpose. 

The first report’? on this theme concerned the topical diagnosis of 
a brain lesion and the second?’ the diagnosis of thiamin deficiency. The 
present report is related with the diagnosis of a critical condition of patients, 
thus ‘strictly not with diagnosis, but with prognosis. 

If a fresh, air dried blood film is stained with the Tohoku Pediatric 
Method,® a modification of Sato and Sekiya’s peroxidase reaction, 
all the neutrophile will be stained reddish in the cytoplasma by this method 
in a certain case of very grave prognosis. In this case the very first neutro- 
phil which ever presents itself in the usual field will show the case from 
which this blood specimen has been obtained to be very serious in pro- 
gnosis. Neutrophils in a non-grave case will never be stained by safranin- 
O (used in the stain method), however long this dye may be applied. 
It is, however, to be noted that it is not for every disease that the above 
proposition is valid. So, for instance, a dying patient of phthisis will 
never present such a blood feature. 

In most cases») of severe pneumonia, dyspepsia, purulent diseases etc, 
neutrophils stained reddish by the above stain-method (——we call them 
simply ‘‘Red Neutrophils ’’——) will occur, but usually not all of the cells 
that are stained reddish. It is rather rare that all the neutrophils are stained 
reddish. In the Unicellular Diagnosis of Disease only such rare cases will 
come into question. 
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Klinische Bedeutung des Minutenvolumens. 


Von 


Yasuo Tutumi, Rikuro Ozeki, Tutomu Ikeda und 


(gt ZB Me) (A MR BB) (is FH wD) 
Goro Saiki. 


(PG oR 7 BA) 

(Aus der Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Tohoku- 
Universitat zu Sendai, Leiter: Prof. Dr. T. Ebina) 
(Received for publication, November 21, 1944) 
Einleitung. 

Die Bestimmung des Minutenvolumens ist eine der wichtigsten Prii- 
fungsmethoden der Herzfunktion. Als eine solche Methode haben wir 
friher unter Anwendung von Lobelin die Blutzirkulationszeit bestimmt. 
Wir haben ferner das Minutenvolumen bei verschiedenen Erkrankungen 
ausgerechnet. Indem wir gleichzeitig verschiedene klinische Untersuch- 
ungen, besonders die Elektrokardiographie und die Bestimmung der Blut- 
zirkulationszeit ausfihrten, haben wir die Beziehung zwischen der Ver- 
anderung des Minutenvolumens und den Erkrankungen und die zwischen 
Volumenadnderung und Blutzirkulationszeit und Elektrokardiogramm 
untersucht. Um dann dadurch zur Differenzierung der cardialen und 
pulmonalen Dyspnoe beitragen zu kénnen, stellten wir die folgenden 
Versuche an. 


Versuchsmethode. 


a) Zur Bestimmung des Minutenvolumens wurde die Barcroft sche 
Blutgasanalyse angewendet. In Ruhe wurde das Blut aus den Cubital- 
arterien und- venen entnommen und der prozentuale Sauerstoffgehalt | 
ccm Blutes gemessen. Dann wurde der Sauerstoffverbrauch in der Minute 
nach der Knipping schen Spirographie bestimmt. Endlich wurde das 
Minutenvolumen nach der Formel von Fick ausgerechnet: 

Sauerstoffverbrauch (ccm) (in der Minute) 

Minutenvolumen (ccm) = 

Differenz des Sauerstoffgehaltes des arteriellen 
und des venésen Blutes (1 ccm) 
Minutenvolumen (ccm) 


Schlagvolumen (ccm) = 
Pulszahl (pro Minute) 
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b) Die Blutzirkulationszeit wurde auf folgende Weise bestimmt: 
0.03 mg Lobelin pro Kilo wurde so schnell wie méglich in der Venen 
injiziert und die Zeit von Beendigung der Injektion bis zum Beginn des 
Hustenanfalls mittelst eines Chronometers gemessen. Diese Zeit wurde 
aks Blutzirkulationszeit betrachtet. Wenn bei Injektion von 0,03 mg 
Lobelin pro Kilo die Reaktion versagte, so wurde die Injektionsmenge von 
Lobelin allmahlich erhéht. 


Versuchsergebnisse. 


a) Gesunde. 


Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, betragt das Minutenvolumen bei 6 - 


Gesunden 3,14-5,46 L und das Schlagvolumen 44,9-66,6 ccm. Nach 
unseren Versuchsergebnissen an 40 Gesunden betragt der normale Wert 
der Blutzirkulationszeit 3,5-9,0 Sekunden. Die Fille der Tabelle liegen 
ebenfalls im Bereich des Normalwertes und zeigen weder klinisch noch 
elektrokardiographisch pathologische Befunde. Die von uns gewonnenen 
Minutenvolumenwerte bei Gesunden stimmen beinahe mit den Angaben 
von Grollman,!) Kroetz,?) Ihaya,® Katuki,” Isida,® Aizawa,® 
Kasai” u. a. tiberein. 


TABELLE I. 
Minuten- und Schlagvolumen bei Gesunden. 






























































woe FSG] ExG Ooms | Me | Re] Se 
ST. | @ | 20| Keine pathologischen| 5 14 (1) 70 | 44,9(cc) 4,0 » 
rs. | ¢ |20| » ”. 3,46 69 | 501 5,2 0 
Go. | 6 |18| » ” 3,49 74 47,2 ae 
KK. | @ | 16 ” ” 3,57 74 «| (482 en 
S.K. | g |29| » ” 3,69 69 51,3 LY Cap 
MI. | 6 16 Rechtsiiberwiegend | 5,46 88 (| (666 aa 
Mittel- | wie | 3, 14-5, 46| 69-88 | 44, 9-66,6| 4, 0-7,2” 
wert | (3,80) | (74) (51,4 (5,53) 
b) Andmie. 


Die Autoren Dautrebande,® Plesch,® Eismayer,! Lilyes- 
trand,’?) Ronzone und Fahr,!?) Morawitz und Réhmer,!® 
Kasai,” Aizawa® u.a. haben von einer Zunahme des Minutenvolumens 
bei Anamie gesprochen. Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, zeigen unsere 
3 Falle ebenfalls neben Verkiirzung der Blutzirkulationszeit eine Zunahme 
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des Minuten- und des Schlagvolumens. Bei Nr. 3 durch Behandlung 
wurde der Zustand der Anamie etwas gebessert und das Minuten-sowie das 
Schlagvolumen zeigten ebenfalls eine allmahliche Wiederherstellung. 

Dass das Minutenvolumen wie oben erwahnt, bei Anamie zunimmt, 
scheint seinen Grund darin zu haben, dass infolge der Verminderung des 
Sauerstoffgehaltes des arteriellen Blutes durch Anamie die Versorgung des 
Gewebes mit Sauerstoff mangelhaft wird und das Minutenvolumen zur 
Ausgleichung dieses Mangels zunimmt. 


TABELLE II. 


Minuten- und Schlagvolumen bei Anamie. 









































ve ar Hamo- | 
N $ |..| E.K.G. : globin- | Minuten-| Puls- Schlag- | Zirkula- 
NEC € &/-| Befund zy ‘hi gehalt |: volumen | zahl volumen | tionszeit 
) = (Sabi) |=" 
s keine 
: eae 
K.S. | @ 16h erscher 3110,000 | 25,0(¢2 0,40 4,79(1) | 75 63,9 (cc) | 3,8” 
Befunde 
K.O. | 6 48} + 1200,000 | 25,0 {1, 6,52 73 | 89,3 | 6,2’ 
1050,000 | 25,0 {1,18 7,93 69 | 114,4 | 5,4" 
T.T. | 6 [24 ”@ | 1650000 | 37,0 1312 | 6,56 70 | 93,7 | 5,8” 
| | 
a PS as 
Mittel- | 4, 79-7, 93169-75163, 9-114, 9} 3,8-6,2” 
wert | | G5) | (72) (90,5) | (5,30) 

















c) Herzklappenfehler. 

Plesch,” Lungsgaard,'?® Kimmonth,!®» Ihaya,® Endo,!” 
Kasai,””) Aizawa® u. a. meinten, dass beim Herzklappenfehler das 
Minutenvolumen einen normalen Wert zeigt, solange er kompensiert ist, 
wahrend es abnimmt, wenn er einmal dekompensiert wird. Kroetz,?? 
Grassmanund Herzog,'® Ewig und Hinsberg!® gaben indessen 
an, dass bei Mitralstenose das Minutenvolumen zur Abnahme geneigt ist, 
wenn sie auch kompensiert wird. Ewig und Hinsberg'® haben dagegen 
von einer Zunahme des Minutenvolumens bei Aorteninsuffizienz gespro- 
chen ebenso Kaneko!® bei Mitralinsuffizienz und -stenose. 

Auch in unseren Versuchen zeigt, wie man aus Tabelle III ersieht, 
beim kompensierten angeborenen Herzklappenfehler das Minutenvolumen 
den normalen Wert; auch die Blutzirkulationszeit ist normalwertig, wah- 
rend bei angeborener Pulmonalstenose das Minutenvolumen etwas abnim- 
mt und die Blutzirkulationszeit ein wenig verzégert ist. Ein Fall von 
Mitralinsuffizienz zeigt, auch wenn sie kompensiert ist, elektrokardio- 
graphisch abgeflachtes T, so dass eine latente Insuffizienz deutlich erken- 
nbar ist. Das Minutenvolumen ist ein bisschen zur Abnahme geneigt. 
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Aber bei den Fallen kompensierten Herzklappenfehlers ist das Minuten- 
volumen nur wenig verschieden von der unteren Grenze des normalen 
Wertes, und man kann darum nicht von grosser Abnahme des Minuten- 
volumens sprechen. 

Bei einem Fall dekompensierten kombinierten Herzklappenfahlers 
aber war das Herz nach links und rechts stark ausgedehnt, das Elektro- 
kardiogramm zeigte abgesenktes S-T, Kontenbildung der R-Zacke und 
abgeflachtes T;,2,3, woraus deutlich Myokardschadigung festgestellt 
werden konnte. Die Blutzirkulationszeit zeigte ebenfalls eine erhebliche 
Verzégerung und das Minutenvolumen eine bedeutende Abnahme. 
Nach einen Monat langer Ruhebehandlung aber zog sich das Herz mit 
Besserung des allgemeinen Befundes links sowie rechts zusammen. Obwohl 
das Elektrokardiogramm abgesehen von einer geringen Erhéhung der R- 
Zacke keine bedeutenden Veranderungen aufwies, verkiirzte sich die 
Blutzirkulationszeit und erhéhte sich das Minutenvolumen. 

Wenn auch beim Herzklappenfehler der Herzmuskel, solange er 
kompensiert wird, wie oben erwahnt, sich stark zusammenziehen kann, 
wird doch die Kontraktion des Herzmuskels unzulanglich, wenn er einmal 
in Dekompensation gerat. Dabei werden ausserdem Verlangerung der 
Verschlusszeit und Verkiirzung der Strémungszeit herbeigefiihrt. Nach 
der Angabe von Straub2° fallt bei solchen Fallen der innere Druck des 
Herzens selbst bei der Dilatation nicht geniigend ab und erhdht sich in 
der Kontraktionszeit sehr langsam. Es ist leicht denkbar, dass aus diesen 
verschiedenen Griinden das Minutenvolumen abnimmt. 


TABELLE III. 
Minuten- und Schlagvolumen bei Herzklappenfehler. 
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Name |%° 53  Klinische Diagnose E.K.G. Befund Minuten- he Schlag Zirkula 
|e oi—| volumen |¢ § |volumen|tionszeit 
= —_ | 
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gg ner Herz- 
SY. | 8 6 fehler {keine pathologis- | 3,14 (1) | 92 |34,1(c.c.) 6,8 » 
K.K. | 8 |19Kompensierty 2ngeborene) chen Befunde | 281 | 71 p96 | 12,5 
FS. 6 |20, stenose abgeflachtes T;.5.; 2,91 71 |40,9 9,4 
Mitralinsu- | | 
i ffizienz | 
| . | 
| | labgesunkenes S- 
| 1. abgeflachtes, 
| ss Theos R,Knoten- 
| \dekompensiert| “°™bini-| ildung, abge-| 2,21 56 [39,5 32,0 
Hk. |¢ 51 erter! fachtes Pra. | 
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d) Durch Myokardschaédigung komplizierte Herzkrankheiten. 


Die Falle von Astblock, chronischer Myokarditis, Myodegeneratio 
cordis, die von Asthma bronchiale, und die von Schrumpfniere zeigen wie 
man aus Tabelle IV ersieht, neben Verlangerung der Blutzirkulationszeit 
Abnahme des Minuten- und des Schlagvolumens. 

Uber Perikarditis teilten Burwell und Strayhorn,”!) Grassmann 
und Herzog'® u. a. mit, dass dabei neben einer erheblichen Abnahme des 
Schlagvolumens das Minutenvolumen ebenfalls abnimmt. Dagegen be- 
hauptete Kasai,” dass das Minutenvolumen etwas zunimmt, weil, wenn 
auch das Schlagvolumen erheblich abnimmt, Kompensation durch erheb- 
liche Vermehrung der Pulszahl eintritt. 

In unseren Versuchen zeigt ein Fall neben Verzégerung der Blutzir- 
kulationszeit erhebliche Abnahme des Schlagvolumens, und das Minuten- 
volumen liegt doch an der unteren Grenze des Normalwertes. Ein an- 
derer Fall dagegen zeigt neben erheblicher Abnahme des Schlagvolumens 
auch deutlich erkennbare Abnahme des Minutenvolumens. Das sich so 
verschiedene Resultate bei Perikarditis ergeben, ist selbstverstandlich davon 
abhangig, ob die Krankheit selbst schwer oder leicht ist. Man kann leicht 
annehmen, dass, wenn die Krankheit wie bei dem letzteren Fall fortgeschrit- 
ten ist und in Dekompensation gerat, selhst durch Tachycardie, durch die 
bei leichter Erkrankung die Abnahme des Schlagvolumens kompensiert 


TABSure FV: 


Minuten- und Schlagvolumen bei verschiedenen Herzkrankheiten 
mit Myokardschadigungen. 














‘ Sz\.. klinische , Minuten--2 =| Schlag- | Zirkula- 
Name $2 = Diagnose E.K.G. Befunde volumen = § volumen | tionszeit 
. 2 ad , Niedervoltage S,,9 ‘ 
S.K. 6 nm Astblock gespaltet 15238 2,58 (1) | 53 | 48,7 (c.c.), 23,0” 
S.T 5 /40 chronische negatives Tj,0,3 Ry,9,3 261 74 353 34.0 


Myokarditis Knotenbildung 
Niedervoltage, abge- 
, Myodegeneratic flaches Tj,9,5 R4,9,3 9 
HG. | 6 74 cordis Knoten, QRS iiber 1,64 63 | 29,2 27,5 
a's 











. negatives T},0,3, Ry,2,3 | 5 
S.H. @ 49) Asthma cardiale Knotenbildung 123 | 2:98 92 34,4 24,0 








¥4. Q (38) Schrumpfniere | Niedervoltage 2,83 68 | 41,6 11,8 





abgesunkene S-T},9,3 
pao 6 |23| Perikarditis negatives To,s 3,18 100 31,8 22,0 
abgeflachtes T, 





isoelektrische Linie 
M.Y. | Q |33) Perikarditis Ti.a3 Ry2, Knoten- 1,97 | 90 | 21,9 42,0 
bildung } 
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werden kann, dies nicht mehr geschehen kann und mithin das Minuten- 
volumen abnimmt. 


e) Adultes Myxédem. 

Eppinger”) erwahnte, dass bei Myxédem das Minutenvolumen 
abnimmt. Bei uns in Japan lag aber bisher noch keine diesbeziigliche 
Angabe vor. 

Da wir zufallig einen Fall von adultem Myxédem fanden, haben wir 
entsprechende Untersuchungen an ihm durchgefiihrt und festgestellt, dass 
das Minutenvolumen, obgleich mit leichtgradiger Anaimie verbunden, 
eine geringe Abnahme und die Blutzierkulationszeit eine Verzégerung 
zeigte. Elektrokardiographisch wurde ebenfalls eine Niedervoltage 
deutlich erkannt. Nach einen Monat langer Verabreichung von Schild- 
driisenpraparat hat sich elektrokardiographisch die R-Zacke erhéht. Mit 
der Besserung des verschiedenen Befunde verkleinerte sich auch die Herz- 
grésse, welche vor der Behandlung nach links und rechts ausgedehnt war, im 
Roéntgenbild auf beiden seiten; die Blutzirkulationszeit war verkiirzt und 
das Minutenvolumen erreichte fast einen normalen Wert wieder. 


ff) Differenzierung der pulmonalen und cardialen Dyspnoe. 

Manchmal geraten wir klinisch in Verlegenheit, da es schwer fest- 
zustellen ist, ob die sog. Dyspnoe pulmonal oder cardial ist. 

In Riicksicht auf die Tatsache, dass das Minutenvolumen bei Herz- 
leiden deutlich abnimmt, haben wir das Minutenvolumen bei Fallen durch 
Dyspnoe komplizierter, schwerer Lungentuberkulose bestimmt, um es mit 
dem der durch Dyspnoe komplizierten Herzleiden zu vergleichen. Die 
Resultate sind in Tabelle V angegeben. Bei 4 Fallen von durch Dyspnoe 
komplizierten Herzkrankheiten wurde nebst Verkiirzung der Blutzirkula- 
tionszeit deutliche Abnahme des Minuten- sowie des Schlagvolumens 
erkannt, das Minutenvolumen betrug namlich 1,84-3,18 L und das 
Schlagvolumen 29,2-39,5 ccm. Unter 6 schweren Lungentuberkulésen 
betrug bei 5 Fallen, die elektrokardiographisch nicht durch Myokardsch- 
adigung kompliziert waren, das Minutenvolumen 3,28-4,45 L und das 
Schlagvolumen 40,5-44,6 ccm:sie lagen namlich im Bereich des Normal- 
wertes und die Blutzirkulationszeit zeigte ebenfalls normale Werte. Bei 
einem durch Myokardschadigung komplizierten schweren Lungentuber- 
kuldsen dagegen zeigten das Minuten- und das Schlagvolumen leichtgradige 
Abnahme. 

Da wie oben geschildert zwischen klinisch durch die sog. Dyspnoe 
komplizierten Lungenkranken und klinisch ebenfalls durch die sog. Dys- 
pnoe komplizierten Herzleidenden Unterschiede des Minutenvolumens 
deutlich erkennbar sind, stellt die Bestimmung des Minutenvolumens 
neben der Elektrokardiographie und der Messung der Blutzirkulationszeit 
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eine der wichtigsten Methoden zur Differenzierung beider Krankheits- 
arten dar. 


TABELLE V. 


Vergleichung der durch die sog. Dyspnoe komplizierten Falle. 





Zirku- 
lationszeit 


Vitalkapazitat| Minuten- 


Fall sihenen Schlagvolumen 


ohne Myokard- 
schadigung 





| 5 -67~ -779 3,28-4,45(1)| 40,5-44,6 (c.c.) | 4,6-8,5” 
Schwere Lungen- 





ahuiebet . (-73,822 ) (3,84) (41,6) : (7,16) 
mit Myokard-|) _¢5., 2,91 40,9 9.4 
schadigung | 4 
. 4 -35~ -782¢, 1,84-3,18 29,2-39,5 22,0-32,0 
ema (53,322) (2,55) (33,2) (26,37) 
Schluss. 


Die Resultate seien im folgenden mitgeteilt : 

1) Das Minutenvolumen betragt bei Gesunden 3,14-5,46 L (durch- 
schnittlich 3,80 L) und das ee 44,9-66,6 ccm (durchschnittlich 
51,4 ccm.). 

2) Bei Anamie nehmen das Minuten- und das Schlagvolumen zu und 
erreichen mit Besserung der Anamie allmahlich den normalen Wert wieder. 

3) Beim Herzklappenfehler liegt das Minutenvolumen an der unteren 
Grenze des Normalwertes, solange er kompensiert ist; gerat er aber einmal 
in Dekompensation, so tritt deutlich Abnahme des Minutenvolumens auf. 
Mit Wiederherstellung der Dekompensation erreicht auch das Minuten- 
volumen allmahlich den normalen Wert wieder. 

4) Bei Herzkranken mit elektrokardiographisch deutlich erkennbarer 
Myokardschadigung tritt neben Verzégerung der Blutzirkulationszeit 
Abnahme des Minuten- und des Schlagvolumens ein. 

5) Bei Myxédem nehmen Minnuten- und Schlagvolumen ein wenig 
2b und erreichen mit Besserung des Befundes den normalen Wert. 

6) Bei klinisch durch die sog. Dyspnoe komplizierten Herzkranken 
nehmen Minuten- und Schlagvolumen deutlich ab; bei ebenfalls klinisch 
durch die sog. Dyspnoe komplizierten Lungentuberkulésen zeigen sic 
dagegen einen normalen Wert. Da zwischen klinisch durch die sog. 
Dyspnoe komplizierten Lungenkranken und klinisch ebenfalls durch die sog. 
Dyspnoe komplizierten Herzkranken deutliche Unterschiede des Minuten- 
volumens erkennbar sind, {stellt die Bestimmung des Minutenvolumens 
neben der Elektrokardiographie und der Messung der Blutzirkulationszeit 
eine der wichtigen Methoden zur Differenzierung beider Kgankheitsarten 
dar. 


Diese Forschung wurde durch Uberlassung von Geldmitteln der Kaiserlichen 
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As has long been recognized among physiologists and psychologists, a 
light-sensation is evoked by electric stimulation of the eye. Although the 
question as to the site of stimulation has not yet been settled, the most 
probable seat is the ganglionic cell-layer of the retina. The reasons are 
as follows: 1. The chronaxie is too large to be accounted for as that of the 
optic nerve!’, and 2. the influence of dark adaptation on the threshold is 
quite different from that on the light sensitivity’. 

In the present investigation we have studied ‘‘ accommodation,” one 
of the most important properties of excitable tissues with exponentially 
rising currents; for the knowledge about it seemed to throw further light 
upon the site of stimulation as well as the mechanism of electric stimulation 
of the retina. 

The threshold for a slowly increasing current is well-known to be higher 
than for a rapidly increasing one. This change in threshold is called 
** accommodation ” (Nernst®). The rise in threshold with increase of 
time-constant RC of exponentially rising currents is the steeper the more 
rapid the “ accommodation ” process in the tissue, so that the slope of the 
threshold-RC-curve serves as a measure for “ accommodation” (Lau- 
gier?, Schriever®, Suzuki® and others). Hill” has outlined the 
theoretical basis for the measurement of “ accommodation.” The theory 
predicts a straight line if the threshold V divided by the rheobase Vo is 
plotted against RC, and this relation has been corroborated by Soland’s 
experiments, in which the reciprocal] of the slope of the V/Vo-RC-curve in- 
stead of the slope itself was taken as a measure for “‘ accommodation ” and 
expressed with 4, for it possesses, according to Hill’s theory, the following 
physiological meaning: If the return of threshold to its resting value after 
removal of the stimulating current is assumed to take place exponentially, 
4 is the time-constant of the return. The value of 4 must be the greater, 
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the slower the “‘ accommodation ” process. 

If it is taken into account that physiological processes in the retina are 
slower than in peripheral nerves, a greater value of 4 might be expected, 
but our experiments have shown that this is not always the case. The reason 
will be discussed later. 

Method. 


The stimulating electrodes used were silver plates of 2x 3 cm? in size, 
which were placed on the forehead (glabella) and the occiput of the subject 
and fixed by a bandage, the electrical contact being made with electrode- 
paste nearly saturated with NaCl. The polarization at the electrodes was 
comparatively weak and almost negligible against the polarization at the 
skin on account of the high salt concentration in the conducting medium 
and the large area of the electrodes. The cathode was usually placed on 
the forehead because threshold was found a little lower than in the case of 
the reversed polarity, but the direction of stimulating currents had no con- 


siderable effect upon results. 
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Fig. 1. (A)! Circuit for production of exponentially increasing cur- 
rents. K: Subject’s head. Re: Sum of the resistance of the head and 
20 kiloohms. The value of R, was determined by meats of a constant 


voltage and a microammeter (A). (B): An oscillographic record of an 


exponentially rising current under the same conditions as in the experi- 
ment, 
The circuit for producing exponentially rising currents was almost the 
same as that used in Soland’s experiments* on the ulnar nerve of man 
(Fig. 1), The effective resistance R of the circuit was: 











ct 
Bo 
AS 
le 
n 


of 








P 
# 
is 


ee 





Electric stimulation of the human retina a7 


(Ri+200) R2 
R= ohms 

Ri+R:+ 200 
R, is a variable resistance of 1-10 kiloohms and R;2 represents the sum of 
the resistance of the head and constant resistance of 20 kiloohms, which 
was used to reduce the effect of possible changes of the resistance of the head. 
The latter was measured before and after each determination of the thres- 
hold by means of a microammeter and a battery of 2 volts. The resistance 
of the head was different from individual to individual and from day to day 
even in one and the same individual, but its variation within one series of 
experiment was so small that it was almost negligible against 20 kiloohms. 
Under the conditions of our experiment the value lay between 3 and 10 
kiloohms. 

Different time-constants of current rise were obtained usually by 
varying the resistance Rj, in some cases, howeyer, also by varying the capa- 
city of the condenser C. In order to test the effect of skin capacity on the 
form of the current rise, oscillographic records of the currents used were 
taken, one of which is illustrated in (B) of Fig. 1. From comparison with 
each other of the records taken with and without the preparation, it was 
found that there was no evidence of any distortion introduced by the pre- 
paration. 

Thresholds were measured in volts at the resistance R2. The current 
was almost proportional to the voltage, for the resistance R2 remained 
fairly constant.- As index of excitation the slightest possible sensation was 
taken. While the stimulating voltage was high the subject felt always a 
distinct light-sensation, but when the voltage was as much reduced as to 
come sufficiently near the threshold, the sensation caused by it was too slight 
to be recognized as a light-sensation; the subject felt only “‘ something,” 
but could distinguish it from “ nothing” by comparing the sensation in 
question with the effect produced by the same experimental procedure after 
disconnection of the current source from the circuit. The skin-sensation 
which might be involved has no relation to this threshold sensation because 
its threshold was generally so high that current intensities used in our 
experiments were insufficient to produce any skin-sensation. 

The eyes had to be fixed by means of a fixation point at least during 
stimulation, for the slightest eye movements could cause a remarkable 
variation in stimulating action of the current; eye movements usually en- 
hanced excitation, presumably because the distribution of streamlines 
within the eye ball may be altered by the movement and consequently new 
excitable elements may be called into play. 

In order to secure the accuracy of measurement, the stimulating voltage 
had to be reduced step by step beginning with a voltage high enough to 
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produce a distinct light-sensation. The threshold for appearance of sensa- 
tion was much higher and more difficult to determine than the threshold for 
disappearance, so that only the latter was measured in our experiments. 


Results. 


As has been reported in our previous investigations, the electric ex- 
citability of the eye depends greatly upon the state of adaptation, so that it is 
necessary to investigate “‘ accommodation ”’ also in various states of adapta- 
tion. We have chosen the following three kinds of adaptation states: 
1. complete light adaptation brought about by illuminating the whole 
retina with light of about 10,000 lux, 2. complete dark adaptation after a 
stay of about an hour in the dark and 3. moderate light adaptation es- 
tablished in the following way: Schwarz® reported that the threshold 
of electric stimulation was lowest when the subject viewed the margin of 
the shadow of his own head thrown upon an illuminated surface, the light 
being held behind the head. We have been able to confirm Schwarz’s 
experience and found this adaptation state very convenient for our ex- 
periment. The vertical white surface upon which the shadow was thrown 
was illuminated by a 60 watt lamp from a distance of about 150 cm, and 
the head of the subject was interposed between surface and lamp in such 
a way that one half of the visual field was covered with the shadow. 

Results obtained on three different subjects under this condition of 
moderate adaptation are shown in Tables I, in which V denotes thresholds 
for exponentially rising currents and Vo expresses the rheobase, i.e. the 


TABLE I. 


Thresholds for exponentially rising currents of various time-constant RC 
in the moderate light adaptation. 


Experiment 1. (Subkiect: Motokawa) 





Order of RC in V: Threshold Vo: Rheobase 





measurement m sec. in volts in volts v/Vo 

l * 1,53 

2 75 7.16 4.7 
3 74, 4 6.92 4.54 
4 1.55 

5 62.4 6.1 4 

6 56 5.53 3.66 
7 1.53 

8 51 5.03 3.3 
9 42.5 4.58 3 
10 1.55 

1] 35.1 4.12 | 2.7 
12 27.1 3.63 2.38 
13 [Ss 

14 18.7 3.12 2.05 
15 9.7 2.61 1.7] 
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Experiment 2. (Motokawa) 








V: Threshold 


Vo: Rheobase 











Order of RC in V/V 
measurement m sec. in volts in volts /Vo 

1 1.54 

2 63 4.8 3.2 
3 35.4 3.4 2.33 
4 1.42 

5 51.4 4.37 3.07 
6 18.7 2.54 1.79 
7 1.42 

8 56.5 4.74 3.36 
9 42.7 3.88 2.75 
10 1.4 

ll 27.2 2.94 2.05 
12 7.45 1.84 1.26 
13 15 

Experiment 3. (Iwama) 

1 1.35 

2 78.9 7 5.14 
3 74.2 6.86 5.04 
4 1.38 

5 65.5 6.29 4.62 
6 58.5 5.59 4.1 
7 1.36 

8 | 52.5 4.78 3.52 
9 43.5 4.36 3.2 
10 1.35 

ll 35.7 4.34 3.19 
12 27.5 3.97 2.92 
13 1.38 

14 18.8 3.33 24 
15 9.7 2.96 2.18 

Experiment 4. (Iwama) 

1 | 2.02 

2 66.1 8.11 4.02 
3 58 7.21 3.55 
4 | | | 2.04 

5 51.8 6.73 3.3 
6 43 6.48 3.18 
7 2.04 

8 35.3 6.22 | 3 

9 27.2 5.69 2.83 
10 2.12 
11 18.9 4.18 1.95 
12 | 7.73 2.64 1.21 
13 35.8 6.08 2.76 
14 28.3 5.43 2.44 
15 18.9 4.07 1.82 
16 2.25 
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Experiment 5. (Yamaguchi) 














Order of RC in V: Threshold Vo: Rheobase VV 
measurement m sec in volts in volts Sa 
] 1.52 
2 62.6 7 4.6 
3 35.2 5.15 3.39 
4 1,52 
5 18.7 3.05 2 
6 5 5.85 3.8 
7 1.54 
8 29.6 4.28 2.78 
9 44.1 5.5 3.57 
10 1.54 
11 56.3 6.4 4.12 
12 14.1 2.66 1.77 
13 1.57 
14 7.43 2.09 1,34 
a threshold for a current of in- 
ae eee we stantaneous rise (no condenser 
ae s in the circuit). The thresholds 
eat referred to the rheobase (V/Vo), 
>| a — : 
ae pinnae when plotted against the cor- 
LA — responding time-constants of 
current rise, yield a straight 
i> sa” FY line as shown by M-curves in 
ape an Fig. 2. The initial curvature 
: gill L preceding the linear relation is, 
o P ae in these cases, hardly detectable 
| iw” stompey against the prediction by Hill’s 
| eal theory. But a slight initial 
mcihy , curvature was found in the 
AM curve drawn from another set of 
niin we readings on the same subject, 
* il Iwama (Table I Ex. 4, not 
yo ae graphically illustrated). 
al ' Table II shows examples of 
D data obtained on the same sub- 
——— ga 0 . . ° 
wy emt. jects in the complete light 
adaptation. The rheobase is 
"20 ~30—~—~S Fs 29 msec much higher in this adapta- 
eX creeaiescin tion state than in the moderate 
Fig. 2. ‘‘ Accommodation”? curves. M: 


Curve for the moderate light adaptation. L: 
Curve for the complete light adaptation. D: 
Curve for the complete dark adaptation. 


light adaptation; for instance, 
the ratio was 3.7 (Motoka- 
wa), 2.9 (Iwama) and 2.9 


(Yamaguchi). The shape of ‘‘ accommodation” curves is quite dif- 
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ferent from that of the curve for the moderate adaptation (L-curves in 
the Fig.). The initial curvature of these curves is very marked and the 
slope for the linear portion of the curve is much more gentle than in the 
moderate light adaptation. On account of these properties, both kinds of 
curves M and L intersect each other at a certain value of RC. A more 
gentle slope of the curve corresponds to a greater value of 2. 

As to the question, why the initial curvature depends so greatly upon 
the adaptation state as evidenced by the above experiments, Soland’s 


TABLE II. 


Thresholds for exponentially rising currents of various time-constant RC 
in the complete light adaptation. 


Experiment 1. (Subject: Motokawa) 























Order of RC in V: Threshold Vo: Rheobase V/V 
measurement m sec. in volts in volts IVo 
1 34.3 12 2.1 
2 18.4 11.1 1.94 
3 5.74 
+ 13.3 9.12 1.59 
5 3.5 6.14 1.07 
6 5.75 
7 41.2 13.65 2.36 
8 26.6 11.9 2.04 
9 5.83 
10 7.8 13.3 2.28 
Experiment 2. (Iwama) 
1 4 
2 35.3 12.42 3.11 
3 18.7 10.37 2.59 
4 + 
5 27.2 11.2 2.78 
6 35.2 12.1 3.03 
7 + 
8 14.1 7.52 1.88 
9 7.4 6.41 1.6 
10 4 
11 3.68 4,95 1.24 
Experiment 3. (Yamaguchi) 
! 
1 4.14 | 
2 34 10.25 2.48 
3 18.4 7 0 | 248 
4 4.48 
5 26.6 | 11.76 261 
6 13.2 9.75 | 2.08 
7 4.68 
8 7 8.3 71 
9 3.5 7.8 62 
10 4.87 
1] 34 11.9 2.45 
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statement must be referred to: He says: “‘ For nerves, however, with normal 
or small values of 4 the “‘ accommodation ” relation is almost invariably a 
straight line throughout. As a rule, the smaller the value of 4 the more 
nearly perfect the straight line and the more reproducible the data from 
which it is drawn. This deviation from the theory is not understood.” 
This statement seems to be supported by our experiments, for the more 


TABLE III. 


Thresholds for exponentially rising currents of various time-constant RC 
in the complete dark adaptation. 


Experiment 1. (Subject: Motokawa) 











Order of RC in V: Threshold V: Rheobase VvIV 

measurement m sec. in volts in volts oe 
l 2.59 
2 62.6 4.39 1.73 
3 35 3.86 1.56 
4 2.4 
5 50.8 3.97 1.63 
6 18.7 3.3 1.33 
7 2.53 
8 56.1 4.16 1.65 
9 42.5 4 1.59 
10 25 
1] 27.2 3.52 1.42 
12 14 2.64 1.08 
13 2.43 
14 7.4 2.84 1.15 

Experiment 2. ([wama) 

1 35.3 6.87 | 1.65 
2 18.6 5.45 1.31 
3 
+ 42.1 7.45 4.15 1.82 
5 13.2 4.09 l 
6 4.1 
7 26.9 5.63 1.36 
8 50.2 7.15 1.7 
9 55.2 7.75 1.83 
10 4.22 
11 7 6.3 1.5 

















Experiment 3. (Yamaguchi) 


1, 2.88 
2 41.7 2.98 ; 

3 60.5 4.87 1.11 
4 | 2.88 

5 26.8 | 2.9 1.01 
6 54.6 3.68 1.28 
7 2.88 

8 18.5 | 2.88 1 

9 49.5 | 3.32 1.15 
10 34.4 2.87 1 
11 14.3 2.34 0.81 
12 2.88 
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marked initial curvature of the curve which was found in the complete light 
adaptation is in fact associated with a more gentle slope of the linear portion 
or a greater valuei@f 4. But the following results obtained in the complete 
dark adaptation do.not obey this rule. As shown in Table III, the rheobase 
is generally higher than in the moderate light adaptation, but a little lower 
than in the complete light adaptation. Thresholds referred to the rheobase 
(V/Vo) are generally low and rise very slowly with increase of the time- 
constant RC, so that the “‘ accommodation ” curve (D) in Fig. 2 runs almost 
parallel to the axis of the abscissae. It is to be noted that, in spite of such 
a gentle slope of the curve, no marked initial curvature is seen. 

The reciprocal of the slope took the following values: 17.5, 17.8, 
22.6, 22.9, 25 m sec. for the moderate light adaptation, 35, 72, 90 m sec. 
for the complete light adaptation and 45, 140, 190, 320 m sec. for the com- 
plete dark adaptation. So the values are smaller in the moderate light 
adaptation than in any other adaptation states, and this fact might have 
some relation to the above mentioned fact that the rheobase shows the 
lowest value in the moderate light adaptation. 

I wama!) showed that the chronaxie of the retina passed a maximum 
during the course of dark adaptation, and Kovacs! reported that the 
duration of the primary sensation (“‘ Empfindungsdauer ”) showed the 
greatest value at the so-called “ critical stage’? which lay between the 
completely light-adapted and the completely dark-adapted state of the 
eyes. It deserves attention that these various measures for the excitation 
velocity of the retina show an extremum value at a certain intermediate 
stage of adaptation. 

Values of 4 obtained by Soland ona variety of nerves are, on an 
average, 35 m sec. for the sciatic nerves of frogs, 800-7690 m sec. for crab’s 
and lobster’s nerves, and 58 m sec. for the human ulnar nerve. The 
values of 2 for the human retina are too small compared with Soland’s 
data on nerves. Especially the values for the moderate light adaptation 
are even smal'er than that of the human ulnar nerve, and this relation can 
hardly be reconciled with other properties of the retina suggesting that 
excitation processes in the retina must be definitely slower than those in 
peripheral nerves. For instance, the chronaxie of the human retina is 
always greater than that of peripheral nerves (Bourguignon and 
Déjean', Achelis and Merkulow,'”) and lwama!). As shown by 
Adrian!® and others, on illuminating the retina of animals, a rapid suc- 
cession of impulses appears at the optic nerve and lasts as long as the 
illumination continues, and this phenomenon suggests slowness of “* accom- 
modation ”’ in the retina; if it were very rapid, repeated impulses should 
not occur at all, or appear only at the onset of illumination. 

Katz! showed that the duration of repetitive response to constant 
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current was greater at frog’s medullated nerve with slower “ accommoda- 
tion.’ At peripheral nerves, marked repeated response is only realized 
by an artificial treatment of nerves, e.g. by removal i@f Ca-ions from the 
surrounding medium, but it is one of the most important characteristics of 
the normal retina, what is very clearly evidenced by a long persistence of 
an after-image and corresponding to repeated impulses at the optic nerve 
after the removal of illumination. Hence, slow ‘“‘ accommodation” in 
the retina is now out of question. The question which must be raisd is, 
why the value of 4 is so small in our experiments, and whether or not such 
a small value can be reconciled with the above inferences on the “‘ accom- 
modation ”’ in the retina. To answer this question, further scrutiny on 
the, experimental conditions as well as the method and theory applied to 
the measurement of ‘‘ accommodation ” is necessary. The following dis- 
cussion will be devoted to this question. 


Discussion. 


‘ 


According to Hill’s theory the “ accommodation ”’ curve is linear 
only when time-constants of currents are large compared with the time- 
constant of excitation (k) which is equal to (1/0.693) x chronaxie. Values 
of chronaxie measured by Iwama!? under the same conditions as in the 
present experiment are 30.8 m sec., 6.2 m sec. and 13.8 m sec. for the 
moderate light adaptation, for the complete light adaptation and for the 
complete dark adaptation respectively. These values are so large that the 
time-constants of current rise used in our experiments are, compared with 
these values, not large enough to allow the linearity of the ‘ accommoda- 
tion’ curve. Nevertheless a beautiful linear relation was found at least 
for the moderate light adaptation. This fact seems to be contradictory to 
Hill’s theory, and it is also unfavourable to it that the initial curvature 
predicted by the theory was entirely absent from some “‘ accommodation ” 
curves obtained by Soland. However we should, before doubting the 
validity of the theory, investigate wether the conditions demanded by the 
theory are fulfilled or not in our experiments. 

It is assumed in the theory that the “ local potential ’’ produced by a 
stimulating current returns exponentially to its resting value after the 
removal of the current, and that the return of threshold to its resting level 
takes an exponential course, too. There is, however, a number of evidences 
that these assumptions hold only approximately even in nerves, for instance, 
the existence of a supernormal phase, various forms of after-potentials, the 
course of “‘ état d’excitation ” etc. are enough to make the validity of the 
assumptions doubtful. As far as the nervous elements in the human 
retina are concerned the course of the returns is obviously oscillatory in- 
stead of exponential, as can be seen in our experiment, in which the 
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change in excitability was tested with a test-stimulus at various intervals 
after the delivery of a subthreshold stimulus of definite intensity (sensitizing 
current). The excitability curve so obtained had, irrespective of the in- 
tensity, duration and form of the sensitizing current, a definite form, i.e. 
the form of a damped oscillation. This fact suggests that the oscillatory 
character of excitation is inherent in the retina itself. 

It is of great importance that this character was found most marked in 
the moderate light adaptation in which the deviation from Hill’s theory 
was most considerable. In the fully light-adapted state the oscillatory 
character was still perceptible, but much less remarkable than in the mode- 
rate light adaptation. In view of this fact and the smallest value of chronaxie 
in the complete light adaptation, the conditions demanded by the theory 
are fulfilled approximately in this state of adaptation. This must be the 
reason why the “‘ accommodation ”’ curve for the complete light adaptation 
agrees fairly’ well withthe theory. The most considerable deviation from 
the theory in the moderate light adaptation must, for the same reason, be 
due to the circumstances that we have applied the theory without taking 
into account the marked periodical excitability and the large value of 
chronaxie. Therefore, the very small values of 2 obtained in this case are 
only apparent and have nothing to do with real “‘ accommodation ” in the 
retina, so that it seems to be impossible to get any conclusion about this 
property from our experiments. But from the result obtained in the com- 
plete light adaptation, for which the theory holds fairly good, it may be 
safe to conclude that the ‘‘ accommodation ” in the retina must be much 
slower than that in peripheral nerves, and this conclusion is indeed agreeable 
to all data concerning the excitability of the retina. 

The real values of 4 must be much greater than the apparent values, 
xecause the oscillatory character must modify the ‘‘ accommodation ”’ 
curve in such a way that the slope of the curve becomes steeper. We can 
demonstrate this relation by means of a model-experiment and reach the 
same conclusion through theoretical considerations. As the theory about 
this problem will be reported in one of our further communications only the 
model-experiment will be described below. As models for periodically and 
non-periodically excitable tissues a mirror galvanometer was used, which, 
with suitable choice of its damping resistance, was brought to the following 
three kinds of damping states, namely a periodical state (A), a critically 
damped state (B), and an over-damped state (C). When a constant 
voltage was applied to this galvanometer it moved in such manners as 
illustrated in (A), (B) and (C) of Fig. 3 according to its damping states 
(A), (B) and (C) respectively. The form of the current flowing through the 
galvanometer depends not only on its damping state, but also on the form 
of the voltage applied. In this respect the current in this model resembles 
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the “‘ local potential ”’ which depends on the time-constant (k) of the tissue 
and the form of the applied 
voltage. On account of this 
resemblance the current may 








t ae be taken as a measure of 

v F cr. “local potential,” and a 

j | definite level attained by the 
(c) current intensity may be 


i 1 m2 Ses taken as index of excitation. 
In order to imitate the 
** accommodation ’’ of the 
tissue, a condenser of great 
capacity and a high resist- 
ance were connected to the 
galvanometer in series, as 
illustrated in Fig. 3, in 
which V denotes the applied 
voltage, the circuit for the 
production of V being omit- 
ted from this Fig. 
; abide iy? " sia As the time-constant of 
the circuit containing the 
galvanometer was large, the 
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Fig. 3. Influence of periodical excitability 
on the ‘‘ accommodation ”’ curve (model-experi- 


ment). G: Mirror galvanometer (period: 4 rapidly increasing stimula- 
sec., critical damping resistance: 2.8 kiloohms). tion current suffered no re- 
The three kinds of damping state are illustrated : : 

oe er " markable distortion, whgre- 


in (A), (B) and (C). V: Applied voltage of 
various form. The circuit for its production is 
omitted. The capacity C is used to imitate “ ac- 


as the current produced by 
a slowly increasing voltage 


commodation ”’ in tissue. was greatly choked by the 
The three ** accommodation ”’ curves (A), condenser in the circuit; 
(B) and (C) correspond to the damping states the slower the rise of volt- 


A), (B) and (C) respectively. 
(4) ( ‘ age, the lower the level of 


intensity attained by the current. This effect of the condenser is analo- 
gous to that of “‘ accommodation” in the tissue. We measured in this 
model thresholds for exponentially rising voltages and the rheobase for an 
instantaneously rising voltage and constructed “‘ accommodation ”’ curves 
in the same way as in’ the above experiments. The results are illustrated 
in Fig. 3 in which the curves (A), (B) and (C) correspond to the damping 
states (A), (B) and (C) respectively. It becomes clear from these results 
that the oscillatory character makes the slope of the ‘‘ accommodation ” 
curve steeper or the apparent value of 4 smaller. 
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Summary. 


1. The retina of man was stimulated with exponentially rising currents 
of various time-constants, the index of excitation being the slightest possible 
light-sensation evoked by the current. Between the threshold referred to 
the rheobase and the time-constant of current rise, a linear relation was 
found for greater values of the time-constant, as predicted by Hill’s 
theory, but against the theory, in some cases there was no initial curvature 
of the “ accommodation ”’ curve to be found. 

2. The reciprocal of the slope of the curve was dependent upon the 
adaptation state of the eyes; the value of 4 lay between 17.5 and 25 m sec. 
for a moderate light adaptation, 35-90 m sec. for the complete light adapta- 
tion and 45-320 m sec. for the complete dark adaptation. 

3. The value of 4 for the moderate light adaptation is smaller than 
that obtained by Soland at the ulnar nerve of man. This relation is 
hardly consistent with another evidence that the excitation process in the 
retina must be much slower than that in peripheral nerves. It was shown 
that this apparent contradiction is due to the periodical nature of excitation 
in the retina. The usual method for measurement of “accommodation ” is 
applicable only to non-periodical systems like peripheral nerves under 
normal condition. 
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Influence of Cold upon the Heart and Pupil, 
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Demedullation of the Suprarenals. 
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While that the acceleration of the denervated heart by application of 
cold is completely unaffected by depriving of the suprarenal medulla was 
precisely established by Wada! in this Laboratory, contrary to Cannon 
and others,?) Itikawa,* also in this Laboratory, saw a great reduction in 
the paradoxical pupil dilatation in cats and dogs, when the suprarenal 
medulla anatomically or only physiologically ruled out. In the hands 
of Hartman®® the paradoxical pupil reaction completely disappeared 
in the similar experiments. 

At any rate it is sure that there is a discrepancy in the works of Wada 
and Itikawa, which were carried out in one and the same Laboratory 
and in fact guided by one‘and the same line of thought; there is a single 
condition, different in their experiments, that is, the test object: the heart 
or the pupil. 

The purpose of the present essay was to test whether the discrepancy 
really exists or was brought about by experimental errors, and if it really 
exists how it is to be explained. 

METHODs. 

Young healthy dogs were employed. All the cardiac nerves were 
excised by sectioning the thoracic sympathetic chain from the stellate 
ganglion to the 8th ganglion on each side, all the branches of the left vagus. 
including the recurrent nerve, from the inferior cervical ganglion to the 
branches towards the esophagus and the right vagosympathetic trunk in 
the neck. The hepatic influence on the denervated heart was also excluded 
by severance of the nerves around the hepatic artery. 

And the pupil was completely denervated by excising the upper 
cervical sympathetic ganglion and the ciliary ganglion. This was done 
ten days before trying the cold experiment. 


39 








40 G. Nagakura 


40 si en Pa ° 
t Dog 1 (2.7 Cal) . 
ince 
m an ——v 
38 3 “| pe 
oad 
ps ee tite 
beats as age 
36 20 2e j¥ -_ Pa a 
Pf ‘ yet 
4 4 









’ a 
* ~~ aN 
| ~ om ~ oe - -~ > 
( nel w , ao meee ne ow oe owe ~~ 






























| wnhWAMAM rnnnor AWWAWAAAAMAARAAAAAAAnR  & , Q “ 
: : o 30 60 97 120° 
- r Dog 2 (3 Cal.) 
— -—-— Ky teehee oo tee- eX 
33003 a 
beats * 
0 20 2b ff ¥ 
f oui 
10 1} f 
ae, o oi * revetegh 
0 09 mah ANVAMAAM AAA Annan oo acai aoonnees er —s 
4 1 1 iL iL 
, Deals ts) 30 00’ qo 120° 
Oo 4 
7 Dog 5(34 Cal.) 
eneaien? \ eecileeneenensaas oe 
mm |. « £ . rane ~~ ------ oo 
38 30 =} 
mm 
36 20 2+ x 
4d 
j g 
10 Ih ' \, P ° 
LA} 
| ys bad y 
x o™ oe ce 
0 Of vo wit el ee ee ee eee ee aa tia | 
ana Marne A nanan , 
a 0 30 oo 90" 120 
} Dog? (3.1 Cal.) 
ee , erent 
ih, » —e la etna i 
| _ 
mn| ie _— “il 
38 3 - 4 aiieicials ? 
¥e 
od 
q 
beats d a 
35 20 2+ F 8 
l 
‘ 
10 Ih ' 
! erngpeset ataricll. 
0 OF ; : , Wee oe & Q 
ANAMMAVAMAAAAMA aww 
i 1 1 i -b 
0 30 00’ 90 120 


The curves on p. 40 are originated from the results on the normal dogs, 
and those on the next page from those on the dogs with the demedullated 
suprarenals. 

Crosses with chain lines indicate the anal temperture, light circles with 
dotted lines the increase of the pupil width, solid circles with solid lines the 
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increase of the heart rate by the introduction of cold water into the stomach, 
and pyramids shiverings; continuous pyramids continuous shiverings, separate 
pyramids intermittent shiverings. The size of pyramids marks roughly the 
intensity. 

Q.... quiet; N....mausea; V.... vomiting. 
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The operations were done according the description of Wada! ”) 
and of Shen and Cannon® respectively. 

In our dogs except one, the pupil dilated to the maximum immediately after 
removal of both ganglia, and 4-6 days later it reached to the minimum size, 
which was retained till the day of cooling experiment, viz. 11 days after the re- 
moval, as shown in the following table. The figures are somewhat different 
from those of Hartman in cats.®) 


TABLE I. 


Pupil width after its complete denervation in dogs (mm). * 





Days after operation 























Dog 
N Soon after Op. — eo 2. me - re ae 2 os | Tl 
No. 1/2/s/4/5|/6/7]8| 9 | 10 \e. 
1 maximum ~ los! |as| |s6| |e4| | as| as 
2 ” 1100, | «85 93. |94 | 95/93 | 
5 ” ~ er * bor 50; | 50| | 50| 50 | 
7 3.0 | loa! |a3| ler! {es| |6s 
8 maximum at 6.5 6.5 6.2 : 63 4 6.0 | 
14 ” “teo| |73| |6s| | 66 65 | 65 
18 — ‘loo! f/erl |79! | so] | a1| 80 . 


In order to apply cold to the animal body, while the animal is quiet, ! 
cold water (0.1-0.3°C) was introduced into the stomach through the rubber 
tube connected with the stomach fistula in about three minutes, in such a ! 
quantity as to result a heat debt of 2.9-3.4 Calories per kg of body weight, 
about two times as those applied by Cannon to cats (1.5-2 Cal.). ( 


The heart rate was measured for a minute by means of stethoscope, and the 
transverse diameter of the pupil by means of a millimeter rule held at a constant 
distance from the cornea under an electric lamp of 60 watt. 


The routine course of operations may be illustrated in an example, 


in which the suprarenal medulla was ruled out operatively. 
Dog 8. ‘ 
19. IV. 1938. 7 kg. 10:10-11:30. The L thoracic sympathetc chain from é 


the stellate ganglion to the 8th ganglion was removed, and all the branches of the 
L vagus from the inferior cervical ganglion to the branches towards the esophagus 


were severed through the thoracal incision. , 
3. V. 6.9 kg. 10:0-11:10. The R thoracic sympathetic chain from the 
stellate ganglion to the 8th was removed. The severence of the branches of | 


the L vagus was completed ‘through the cervical incision. 
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17. V. 6.7 kg. 10:5-10:50. The liver nerves were cut; the stomach fistula 
was prepared. 

7. VI. 6.1 kg. 10:50-11:55. The L upper cervical ganglion and the L 
ciliary were extirpated. 

16.VI. 6.7 kg. 8:15-8:30. 3 cm of the R vagosympathetic trunk were 
cut away in the neck. 

17. VI. 6.7 kg. Cold experiment was carried out. 


e 
Data. 


All the results on four dogs with the intact suprarenals and on other 
four individuals with the glands demedullated are given in the accompany- 
ing figures (pp. 44 & 45) and epitomized in Table II. 

In both sets of animals with or without demedullation of the suprarenal 
capsules, the degree of the heat debt was chosen as nearly the same, viz. 
3 Calories per kg of body weight. As the consequence of introducing 
cold water into the stomach through the gastric fistula, without disturbing 
the animal psychically, the anal temperature fell by 2.9, 0.8, 2 and 1.9 
degrees in four dogs with the normal suprarenals, The lowests were noted 
about twenty minutes after introduction of cold water (20, 17, 23 & 24 
minutes). In four dogs of another group, the fall was 1.8, 3, 2.2 and 1.7 
degrees. They were reached also at the same time as above (18, 24, 21 & 
18 minutes). In the majority of cases the recovery was noted about 1.5 
or 2 hours after the cold water introduction. Only in Dog 2 with the normal 
glands about forty minutes were enough to see it, and a similar figure was 
found in Dog 8 with the demedullated capsules. In Dog 14, with the 
demedullated glands, 2 hours were not sufficiently long to see a complete 
recovery of the anal temperature. 

The application of cold to produce the same amount of heat debt 
caused thus an almost similar effect upon the body temperature in both 
sets of dogs; now we will examine what an influence of depriving of the 
suprarenal medulla will be betrayed in the reactions against the cold in 
the denervated heart rate and in the denervated pupil width. 

The demedullation had no influence upon the reaction of the denerv- 
ated heart upon the cold application, as the figures in Table II and in the 
curves (Dogs 1, 2, 5 & 7 against Dogs 8, 14, 18 & 21) show. Shortly 
spoken: In the nornfal group the heart began to accelerate 3~7 minutes 
after starting the introduction and reached the highest rate 18-51 minutes. 
The greatest excess was 14-38 beats per minute, otherwise expressed of 
12-33%. The figures in the demedullated group was 3-9 minutes, 15-54 
minutes, 21-29 beats and 21-30%. 

The results wholly harmonize with those of Wada, and wholly dis- 
hamonized with those of Cannon and co-workers. 

The outcome ré the paradoxical pupil reaction the outstanding figures 
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differed from that ré the denervated heart, and in fact harmonizes with 
that of Itikawa and partly disharmonizes with that of Hartman and 
coadjutors, as the following description shows: 

The denervated pupil dilated upon the application of cold; its latency 
from the start of cold introduction was in the dogs with the normal suprarenal 
glands 1-2 minutes, and the acme was reached 5-10 minutes. The time 
interval of the same kinds was quite the same in the dogs without the sup- 
rarenal medulla, that is, 1-3 minutes and 4-9 minutes respectively. But 
the degree of the dilatation was very different in both groups of animals; 
otherwise expressed, the demedullation depressed largely the paradoxical 
dilatation. The amount of dilatation was 2-3 mm in the width and 26-46 
in the percentage of the initial width for the dogs with the normal sup- 
rarenals, and 0.2-0.8 mm and 3-13% for those with the demedullated. 

Thus it is beyond doubt, that the removal of the suprarenal medulla 
diminishes to a great extent the paradoxical pupil dilatation due to the cold 
application, while it has practically no influence upon the acceleration of 
the denervated heart on the contrary. 

In this connection it must be emphasized here, that both reactions 
occur at quite a different time. The pupil reaction sets in and reaches its 


TaBLe II. 


Influence of cold application to the dog body on the 
denervated heart and pupil in situ. 






































le. le al 
Dog Body Date Room -.-.am 2s 2 ge | (per min.) 
No. “ie are. a | cae | as ‘Re bed a | Maxi- 
| s | 3,0 \6 | =e Initial | - 
| | (thereafter) oe Ie S| Ss | mum 
Before demedullation of suprarenal glands. 
1 | 61 | 2 XII. 1937 | 19-18 | 39.0(36.1) | 460cc) 0.1 2900 | 120 | 137 
2 | 56 | 7.XI. # | 19:18 | 383 (37.5) | 440 10.1 | 3000 | 114 | 128 
5 | 34 | & IV 1938 | 17-18 | 39.3(37.3) | 300 | 0.3] 3400 | 114 | 152 
7 | 65 (14% VL # | 20° | 402(38.3) | 489 roa 3100 | 120 | 140 
After demedullation of suprarenal glands. 
8 | 67 |17. VI. 1938 | 20-21 | 39.0 (37.2) | 540 | 0.1 | 3100 | 136 | 164 
14 | 5.1 2.V. 1939 | 17-185 | 38.7 (35.7) | 400 Sa 3100 | 120 | 149 
18 | 65 |28.VI. » | 2425 | 39.7(37.9) | 500 | 0.2 3100 | 80 | 104 
21 | 85 2VIIL » | 29-295 | 39,2(37.5) | 650 ran) ry 85 | 106 
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highest much quicker than the heart reaction. In the dogs with the normal 
suprarenals, 1-2 minutes and 5—10 minutes for the former, and 3—7 minutes 
and 18-51 minutes for the latter; and about the same figures were obtain- 
able in the dogs with the demedullated suprarenals. 

Similar figures are also noted in the papers of Wada and Itikawa. 
While the suprarenals remained intact in their dogs, the wholly denervated 
heart began to accelerate 3-7 minutes after start of introducing cold water 
into the stomach and reached the highest rate 15-25 minutes, seldom | 
hour after cold application, and the partially denervated pupil began to 
dilate immediately on dipping the dogs in cold water and reached the 
maximum 5-12 minutes later. The demedullation of the suprarenals does 
not alter these time relations on the whole, especially in relation to the 
latency of these reactions; only the time elapsed to reach the maximum 
was somewhat lengthened in cases of the heart rate in the experiments of 
W ada, while the reverse was the cases with the denervated pupil, but the 
latter fact is only apparent, for the dilatation is only of a minor degree after 
the suprarenals were demedullated. 

In the cats with the totally denervated pupil, the pupil dilatation oc- 
curred on application of cold, by either immersing the animal body into cold 
water or introducing cold water into the stomach by mouth by means of a 
sound or through the stomach fistula, with a latency of 2-10 minutes, and 
it reached the acme 5-20 minutes from the beginning of cooling. In the 
same species of animal, similar length of latency is also noted in the paper 
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(per min.) a between Pupil width (mm) Siemener 

ducing cold water & [| Raye [introducing cold 
Difference onto maximum rate Initial a arog sie «ae 

Before demedullation of suprarenal glands. 

17 | 14% | 51 min. 85 | 108 | 23 | 27% 10 min. 

4 | 12 | 27 | 93 11.7 | 24 | 26 . 

3 | 33 42 | 50) 7.0 | 20 40 4 

ie ae 18 - 1651 95| 3014 | 5 
After demedullation of suprarenal glands. 

ee fee 21 | 60 | 68 08 | 13 6 

29 «| «24CS 54 65 | 67| 02| 3 ¥ 6 

24 30 | 21 go! a7,07\|9 | 9 
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of Hartman, that is about 2—4 minutes (5; pp. 21-24). 


Analogical figures are not obtainable from the data displayed in the paper 
of Cannon et al?), because cold water was introduced by means of a catheter 
through the mouth and esophagus into the stomach of a cat which was confined 
to a box and as a consequence a remarkable tachycardia occurred soon thereon. 
As the experimentalists themselves knew, this great acceleration is due in fact to 
the procedure alone, and therefore it is very difficult to deduce the sole effect of 
cooling upon the denervated heart in the long run from the numerals given 
there. The descriptiou that the acceleration did not completely disappear for 
40 or 60 minutes, which are based on the data from Cat 33 out of four, harmonizes 
roughly with the figures of Wada. In the experiments of Cannon in which 
cats were exposed to cold air, one must assume from Fig. | on p. 473 and the 
description on the last line of the next page, that the latency with which the 
acceleration set in was very short, but the time which is necessary for reaching 
the greatest acceleration should be taken as long enough, becaus¢ the greatest 
acceleration recorded there in Fig. 1 corresponds to the time when the cooling 
was discontinued, or a little later. This finding does not contradict the data 
seen by Wada and also by the present writer. 

It may be noted in passing by way of precaution: The time interval be- 
tween an intravenous injection of adrenaline solution or releasing the upper path 
of the cava pocket and the beginning of the paradoxical pupil and the reaching 
of its maximum width is about ten seconds and twenty seconds respectively in 
cases of cats®) and that between an i.v. injection of adrenaline solution the con- 
centration of which is just enough to cause an acceleration of the denervated 
heart is about 1 minute in the case of dog.!”) They are thus surely shorter than 
those to be discussed above in the present investigations. 


Although both reactions of the denervated organs, viz. the pupil and 
the heart, are elicitable on applying coldness to the animal body, there are 
some definite differences between the two, that is, the latency and the time 
in which the reaction becomes maximal are definitely shorter in the pupil 
reaction, and the depriving the suprarenal glands of the medullary sub- 
stance does not alter the magnitude of the denervated heart acceleration, 
while it acts to diminish largely the width of the pupil dilatation. 

Now we remember of the data of the epinephrine output from the 
suprarenals in the similar experimental conditions as ours"). In 3 out of 
4 dogs the epinephrine discharge increased on introducing cold water into 
the stomach in a similar amount as in the present experiments. The in- 
crease was however of a minor degree, such as 0.0001—0.0002 mg epine- 
phrine per kg per minute from both glands. The time when the accelera- 
tion was found maximum was 6, 4 or 49 minutes after finishing the intro- 
duction which consumed 10 or 6 niinutes. In Dog 4 in which water was 
introduced in 6 minutes, the samples taken 7 minutes after the introduction 
was also proved as an accelerated secretion (0.0001 mg per kg per minute). 
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Epinephrine secretion of such a velocity is just enough or a little smaller 
as to accelerate the denervated heart in situ.'!° There is however a reason 
to assume that the secretion of epinephrine would be a little greater in our 
experiments than in those of Wada and co-workers, for the time which was 
consumed for introducing the water was much shorter in the present cases, 
viz. 3 minutes in every dog, and consequently the anal temperature fell here 
a little profoundly. The degree of the fall and the absolute degree ofthe 
anal temperature were 0.5, 1.1 & 1.5° and 38.8, 38.0 & 38.0° there, and 2.9, 
0.8, 2 & 1.9° and 36.1, 37.5, 37.3 & 38.3° here. 

On the other hand we have however no available figures of the minimum 
effective dose of epinephrine ré the paradoxical pupil reaction, provided it 
is to be introduced intravenously with a uniform rate for a certain length 
of time such as some minutes. The data in Sugawara and Sato show 
that 0.00015 mg per kg per minute is sufficient for causing the paradoxical 
reaction in cats, if the experiment in which the test solution was injected in 
much shorter period as 14 seconds (the longest in that experiment) be taken 
as available. If the test solution is to be injected for longer time, the con- 
centration of epinephrine would be much smaller. And in fact the aug- 
mented secretion of epinephrine lasts at least some minutes or longer in 
the experiments of Wada and others, in which cold water was given in- 
trastomachically. The comparison indicates thus only that the increased 
epinephrine output causable by applying cold water into the stomach is 
sufficient, at least to evoke the paradoxical pupil dilatation, but regrettably 
the materials are not enough to elucidate the minumum rate for. such a 
case; probably it is somewhat smaller. 

Now lastly the interrelationship between the dilatation of the denerv- 
ated pupil, the acceleration of the denervated heart, the fall of the anal 
temperature and the strength of shiverings will be followed. The pupil 
started most promptly and rapidly, so that the dilatation reached its acme 
most early, and returned to its initial width most shortly. The shivering 
set in almost simultaneously or a very little later than the dilatation, and its 
strongest period evidently outlast the acme of the dilatation. The anal 
temperature fall reached its lowest level simultaneously or somewhat later 
than the strongest period of shivering. The heart began to accelerate 
somewhat later than the strongest period of shivering. The heart began to 
accelerate sometimes promptly, sometimes with a long latency, and its 
greatest rate was noted in the normal dogs most lately among the alter- 
natives under discussion. Only in Dog 7 with normal suprarenals and 
Dogs 8, 18 and 21, with demedullated glands the acme of the acceleration 
coincided nearly with the lowest grade of the anal temperature. The 
figure in Dog 14, with the demedullated glands, corresponds to that in the 
normal] dogs. 
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The fact that the reaction of these denervated organs, the pupil and 
the heart, against to the cold application to the animal body differs each 
other in the times when they set in, develop ad maximum and faint away, 
can be taken to suggest that the mechanism whereby they are brought 
about may be not wholly identical. 


Summary. 


In order to test the fallacy that the paradoxical pupil reaction occurs 
only in a small degree while the denervated heart continues to increase 
largely in the animals with demedullated suprarenals, when coldness is 
applied to their body, the reactions were estimated simultaneously in one 
and the same dog. 

Both organs were wholly denervated, and in fact the pupil was 
denervated about ten days before the cooling experiment. For cooling 
cold water was introduced into the stomach through the stomach fistula. 
The heat debt was chosen as about three thousand calories per kg of body 
weight. 

At first it must be emphasized that both reactions don’t occur! quite 
simultaneously, viz. the latency, the time when the reaction reaches its 
maximum, and the whole duration are decidedly shorter for the pupil 
reaction in comparison to the denervated heart acceleration. This finding 
is applicable to the dogs, with the normal suprarenals and the demedullated 
as well. 

When the suprarenals were demedullated, the cold application was 
capable to accelerate the denervated heart just as before, but difficult 
to dilate the denervated pupil, that is, the paradoxical pupil reaction 
occurred only in incomparatively small mass. 

The time relation between both reactions and the body temperature 
fall and the shivering seizures are given in the text, and the relation 
between both reactions and the epinephrine secretion is discussed also in 
the text though not so conclusively. 

The author wishes to thank Dr. M. Wada, Assistant Professor, for hav- 
ing helped me by denervating the heart. 
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Zur Frage der postoperativen Azotamie und 
Azoturie, mit besonderer Berucksichtigung 
ihrer diuretischen Beeinflussung bei 
Bauchoperationen. 

Von 
Masatosi Shiozawa. 

(ie TE ®) 

(Aus der chirurgischen Klinik der Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. D. M. Muto.) 
(Received for publication, Novemker 29, 1944) 


Ich beschaftigte mich mit einigen Stickstoffbestimmungen des Blutes 
und des Harns bei einer verhaltnismAssig grossen Anzahl von Bauchopera- 
tionen vor und nach dem Eingriff. Hier will ich kurz berichten iiber 
einige bemerkenswerte Eergbnisse, die ich aus meinen Untersuchungen 
an 79 Operierten, bei denen der Eingriff ohne postoperative Komplika- 
tionen glatt verheilte, gewonnen habe. 


Untersuchungsmethode. 


Ich bestimmte be: Operierten in unserer Klinik den Rest- und Urea- 
N des Blutes sowie den Gesamt- und Urea-N des Harns 1 mal innerhalb 
einiger Tage vor und 4 mal, d.h. 1 u. 3. Tage, sowie 1 u. 2 Wochen nach 
der Operation. Der Rest-N des Blutes und der Gesamt-N des Harns 
wurden nach der Mikrokjeldahlmethode von Pregel, derg;Urea-N des 
Blutes und des Harns nach der Ureasemethode von ¢Qmllen-Van 
Slyke bestimmt. Zur Bestimmung dieser N-Substanzen ime Blut wurde 
mit Natriumcitrat behandeltes Vollblut benutzt. Zur Enteiweissung des 
Blutes und des eiweisshaltigen Harns gebrauchte ich 10%ige Trich- 
loressigsaure. 

Bei der Halfte der Fille spritzte ich wahrend des Untersuchungs- 
verlaufes in jeder Operationsgruppe taglich ausser einer grossen Menge 
Fliissigkeit 1 oder 2 g spezifisch harntreibende Mittel von Purin- und 
Quecksilberpraparaten, wie Coffeinum natriobenzoicum, Novasurol und 
Igrosin ein, um zu sehen, ob etwa bemerkenswerte Unterschiede der 
N-Werte des Blutes und des Harns zwischen den so behandelten Fallen 
und den anderen ohne Injektion von specifisch diuretischen Mitteln be- 
stiinden. Straaten’s Vorschlag!) hat mich dazu veranlasst. Bei meinen 
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Untersuchungen konnt ich, wenn ich auch die von ihm empfohlenen 
Praparate nicht benutzen konnte, an den N-Spiegeln des Blutes und des 
Harns keinerlei ausgepragte Unterschiede zwischen den beiden Versuchs- 
reihen feststellen. Es liegt sehr nahe, dass die grésseren Mengen Fliissig- 
keit bei meinen Fallen schon ohne spezifische Diuretica so stark harn- 
treibend wirkten, dass die von mir gebrauchten Praparaten ihre Wirkung 
nicht zureichend ausiiben konnten. Deshalb werde ich bei Darstellung 
meiner Ergebnisse die Angabe der spezifischen Diuretica der Kiirze halber 
unterlassen. Bei meinen Fallen war der positive Einfluss der Nahrung auf 
die Vermehrung der N-haltigen Substanzen des Blutes und des Harns 
sicher ausgeschlossen, so dass ich bei der folgenden Darstellung auch keine 
Angaben iiber die Nahrung bringe. 


Ergebnisse meiner Untersuchungen. 
1. Untersuchungen an gesunden Nichtoperierten. 


Uber die Werte des Rest- und des Urea-N im Blute von Gesunden ist 
von Kaya?’ in unserer Klinik ausfiihrlich berichtet worden. Bei meinen 
Untersuchungen am 18 Gesunden betrug der Wert des Rest-N durchsch- 
nittlich 31 mg mit den Grenzwerten von 24 mg und 35 mg in 100 ccm 
Blut, der Urea-N durchschnittlich 14 mg (Min. 10 mg, Max. 17 mg) in 
100 ccm Blut und der prozentuale Anteil des Urea-N am Rest-N durchsch- 
nittlich 45% mit den Grenzwerten von 32% und 35%. Der Gehalt des 
Gesamt- und des Urea-N im 24 stiindigen Harn Gesunder betrug durchsch- 
nittlich 7.9 g (4.1 g~11,2 g) bzw. 6.2 g (2.5 g~8.8 g) und der prozentuale 
Anteil des Urea-N am Gesamt-N durchschnittlich 79% (61~89%). 

Um die physiologische Schwankungen dieser N-Werte ein und der- 
selben Person festzustellen, bestimmte ich bei allen die Werte im Blute | 
Woche spater noch einmal und die im Harn taglich an 7 aufeinanderfol- 
genden Tagen. Der grésste Unterschied des Rest-N-Wertes im Blut ein 
und desselb@h Falles betrug 5 mg, der kleinste 1 mg, durchschnittlich also 
3 mg in 100 ccm Blut. Der Unterschied des Urea-N im Blut betrug durch- 
schnittlich 2 mg in 100 ccm Blut. Als absolute Werte des Rest-N fand 
ich bei Gesunden nie héhere Werte als 35 mg in 100 ccm Blut. Der 
durchschnittliche Unterschiedswert des Gesamt-N betrug 2 g und der 
grésste 3 g. 


IT. Ergebnisse bet Operationsfallen. 

Ich konnte die obigen Untersuchungen bei 45 Fallen von Magen- 
resektion, 5 von Darmresektion oder Darmanastomose, 8 Gallenwegopera- 
tionen, 11 Appendektomie-Fallen und bei 10 sonstigen Operationen der 
Bauchhohle, die meistenteils zu den sog. aseptischen Operationen gehdr- 
ten, anstellen. Die Operationen wurden in Lumbal- sowie Lokalanasthsie 
durchgefiihrt. Es gab keinen Narkosenfall. 
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Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, waren die Werte des Rest- sowie des 
Urea-N im Blut bei meinen Untersuchungsfallen vor der Operation durch- 
schnittlich ein wenig héher und die des Gesamt- und des Urea-N im 24 
stiindigen Harn dagegen etwas niedriger als die durchschnittlichen Werte 
bei Gesunden, abgesehen von den Appendektomie-Fiallen, bei denen die 
Werte der betreffenden N meistens innerhalb der physiologischen Grenzen 
lagen. Zuweilen beobachtete ich merkliche Hyperazotamie, und zwar 
relativ haufig bei Magenkrebsfallen. 

Nach der Operation steigen die Werte des Rest- und des Urea-N 
im Blut bei fast allen Fallen aller Operationsgruppen schon einen Tag 
postoperat. an und halten sich 3 Tage nach der Operation in fast gleicher 
Héhe, dann sinken sie verhaltnismAssig rasch ab, um 1 Woche postoperat. 
beinahe und 2 Wochen postoperat. véllig zum normalen Werte zuriick- 
zukehren. Die Werte des Rest- und des Urea-N bewegten sich dabei im 
grossen und ganzen parallel miteinander auf und ab. 

Der Gesamt-N-Gehalt des 24 stiindigen Harns vermehrte sich bei den 
gréssten Fallen auch schon einen Tag nach der Operation. Er nahm 
meistens weiter noch mehr zu oder hielt sich zuweilen in fast gleicher Hohe 
3 Tage nah dem Eingriffe. Danach sank er verh4ltnismassig schnell ab, 
um schon 1 Woche postoperat. beinahe, und 2 Wochen postoperat. 
vollig zum Ausgangswerte abzufallen. Der Gehalt ein und desselben Harns 
an Urea-N schwankte dabei auch fast parallel mit dem an Gesamt-N. 

Eine Ausnahme bildete ein Fall von Magenresektion wegen Pylorus- 
stenose infolge Magengeschwiirs, bei welchem der Wert des Rest- und des 
Urea-N im Blut 36 mg bzw.-18 mg in 100 ccm Blut vor der Operation 
betrug und das Maximum von 34 mg bzw. 17 mg einen Tage nach der 
Operation auftrat und sich darnach immer weiter verminderte, wahrend 
sich der Harn-N nach der Operation vermehrte. Dieser Fall verlief 
postoperativ ausserordentlich giinstig. Bei einem anderen Fall von 
Magenkrebs mit Pylorusstenosenerscheinungen und mit einer hochgradigen 
Hyperazotamie sank der Wert der beiden Blut-N einen Tage nach der 
Operation auf 61 bzw. 49 mg vom Ausgangswert von 105 mg bzw. 58 mg 
in 100 ccm Blut, stieg aber 3 Tage postoperat. auf 74 mg bzw. 51 mg in 
100 ccm Blut und verminderte sich darnach schnell, um 2 Wochen post- 
operat. zum Werte von 26 mg bzw. 11 mg in 100 ccm Blut’ abzufallen. 
Bei diesem Fall schwankte der Harn-N nach der Operation wie bei den 
meisten Fallen. 

Wiahrend ich eine postoperative Harn-N-Vermehrung bei fast allen 
Fallen beobachten konnte, sah ich doch 2 Ausnahmefalle. Bei einer 46 
jahrigen Frau, bei der Cholecystektomie und Choledocholithotomie mit 
Hepaticusdrainage durchgefiihrt wurde, betrug z.B. der Gesamt-N-Wert 
6.4 g vor der Operation und ebenfalls 6.4 g einen Tag nach der Operation 
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TABLE I, 
Werte der Blut-N und Harn-N vor und nach den Bauchoperationen. 
By a. vor d. Opera- Tage nach d. Operation 
& == tion Durchs- Durchschnitt (Min. -Max.) 
» “8 iy chnitt (Min.-|—————_—__—_____________ = 
5 N Max.) 1 Tag 3 Tage 1W 2W 
et ans. 0 34 > re eh wee. 
36 Blut | (19-105) _|_ (36-84) | (33-114) | (26-59) | (21-36) 
BE (mg/dl) Ty ea-N 17 27 : i — soa 
he (8-58) _| (17-50) | (14-53) | (10-35) (8-24) 
ei Careent-N 64 — | Ge | | eee 
bo = tase “| (2.3-12.7) | (4.9-19.7) | (3.7-19.1) | (3.5-16.1) (3.6-10.9) 
= & g) oS 5.2 86 © (105 - |. o-. 
bcs 3, Lae | Urea-N | (2.1-11.5) | (3.7-16.0) | (2.9-17.5) | (2.1-13.8)| (2.5-8.8) 
cf | Rest-N | 34 46 | 40 | 35 ‘A : Tae I 
2% Blut | . (25-44) | (29-65) | (26-54) | (23-50) (24-44) 
32 (mg/d) |G ea_N 16 24 20 | 16 —— . 
eS la | : (11-24) (16-36) | (13-32) | (11-26) (9-21) I 
20 <meES 73 27 | 164 95°"; 73 
& = Harn [Ces@M™N | (2910.9) | (4.5-20.9) | (5.7-34.0) | (4.0-13.7)| (3.7-124) . 
s 2 (s) | ' 6.2 ~ 10.1 | 183 Ba: Ma PP C 
av J -N . 
se | Urea-N | (2.4-8.7) | (3.7-15.6) | (4.1-23.9) | (3.1-11.7)_ (2.5-11.8) I 
Mt Blut |_Rest-N 36 ee ae a 
a8 5% (mg/dl) | Urea-N a? oa ae ek: ee 
Sua Harn Gesamt-N ok ae 104 | 67 5.8 E 
Qe* || (g) | Urea-N | 41 84 a.) Be 46 ‘ 
i: Blut | Rest-N 32 45 48 a wee wel 
Pit (mg/d!) |"Urea-N 3 26 1 eas ues Se d 
3 £0 Harn Gesamt-N 6.8 Ph Oe oo | 62 |. 3.8 | n 
Z Me Tee) oe a ae] a 4.1 b 
oe Blut | Rest-N ee fi 
cé (mg/dl) |" Urea-N_ 13 i Ss es , 
Bs Harn |Gesamt-N 90. | 27 1; fe i 79° Ww 
3 (s) | Urea-N | 74 |_105 | 112 | 7.0 6.5 a 
ik 26 : 
Soees (mg/dl) | Urea-N 23 31 27 hill i, ii ™ 
gas Harn \Gesamt-N| 54 | 102 | 100 | 69 | 56 ei 
- at Rage (g) | Urea-N | | a ee: 82 | 5.4 4.4 O 
und darnach verminderte er sich allmahlich zum Wert von 4.5 g 2 Wochen ih 
postoperat. Uber diesen Fall soll spater wieder berichtet werden. Bei 
einer anderen Frau ‘on 26 Lj., bei der Notoperation wegen starkerinnerer fF tu 
Blutung infolge Ruptur der Tubenschwangerschaft durchgefiihrt wurde, C 
zeigte der Harn-N wahrend einer Woche nach der Operation dauernd w 
Werte, die unter dem Ausgangswert lagen. Ausserdem fand ich bei 4 A 
Fallen, namlich bei 2 solchen von Magenkrebs, sowie je einem von Ulcus Ei 
ventriculi und von Peritonitis tuberculosa eine Verminderung des Harn-N fo 
einen Tag der Operation, aber mehr oder minder auffallende Vermehrung Wi 
desselben 3 Tage postoperat. wi 
Nach Birger u. Grauhan®™” u. a. ging das Ansteigen des Rest-N mi 
‘im Blut in der Regel Maximum der postoperativen Azoturie zeitlich voraus. tel 
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Bei meinen 79 Fallen trat der Erhéhungsgipfel des Rest-N-Wertes sowie 
die grésste Ausscheidung des Gesamt-N im Harn einen Tag nach der 
Operation bei 20 (25%) und der grésste Rest-N-Wert einen Tag, die grésste 
Gesamt-N-Ausscheidung 3 Tage nach der Operation bei 36 Fallen (46%) 
auf. Im Ganzen stellte ich die maximale Erhéhung der N-Werte des 
Blutes bei 59 und die meximale Ausschiedung der N-Substanzen im Harn 
bei 25 Fallen einen Tag nach der Operation fest. 

Bei den Untersuchungsfallen von Birger und Grauhan stieg der 
Rest-N-Wert des Blutes nach der Operation haufig auf das Doppelte, im 
Maximum auf das Vierfache des Ausgangswertes an. Dietel® bestatigte 
auch das maximal 2- bis 3 fache Anwachsen der Ausgangswerte einiger 
N-Substanzen des Blutes nach der Operation. Bei meinen Fallen ver- 
mehrte sich in allen Gruppen der Rest-N des Blutes nicht so sehr wie bei 
den obengenannten Autoren und erreichte im Maximum durchschnittlich 
héchstens das 1.7 fache (bei Appendektomie) des Ausgangswertes, wahrend 
einige Falle nur ausnahmsweise im Maximum eine 2 bis 3 fache Erhéhung 
des Rest-N im Blut zeigten. Dagegen vermehrte sich der Gesamt-N im 
Harn bei meinen Fallen, abgesehen von der Gallenweggruppe, schon 
einen Tag nach der Operation auffallend starker als bei den Fallen von 
Birger u. Grauhan und erreichte im Maximum, meistens 3 Tage 
zuweilen aber schon einen Tag nach der Operation, durchschnittlich fast 
das Doppelte des Ausgangswertes. Besonders bemerkenswert war bei 
meinen Fallen, die in Lumbal- und Lokalanasthesie operiert wurden und 
bei denen sogar eine gréssere Menge Fliissigkeit (taglich ber 2 1) zuge- 
fiihrt wurde, dass die maximale N-Steigerung des Blutes nicht so hochgradig 
war, die N-Ausscheidung dagegen sich schon einen Tag postoperat. sehr 
auffallend vermehrte, wahrend die Harnmenge sich mehr oder weniger 
verminderte. Bei den beiden genannten Autoren war die N-Ausscheidung 
einen Tag nach der Operation noch nicht stark, da die Diurese am 
Operationstage sehr oft sank trotz starkerer Fliissigkeitszufuhr, was von 
ihnen zum Teil als Narkose-Effekt gedeutet wurde. 

Der Einfluss der Narkose auf die postoperative Azotamie und Azo- 
turie, vor allem auf die Azotamie wurde von Biirger u. Grauhan, 
Crainicianu u.a.® und auch von Dietel vdllig verneint oder doch 
wenigstens sehr gering eingeschatzt. Aber anderseits finden sich viele 
Arbeiten iiber den N-Stoffwechsel wahrend und nach der Narkose. Eine 
Erhéhung der N-Ausscheidung nach Narkose, insbesondere nach Chloro- 
formnarkose, wurde von mehreren Autoren (siehe Killian”) festgestellt, 
wahrend sie nach Athernarkose im allgemeinen als gering angesehen 
wurde. Ich will aber auf die Frage, ob die obigen Unterschiede zwischen 
meinen Ergebnissen und denen von Birger u. Grauhan auf den Un- 
terschied der Betaubungsart zuriickzufiihren seinen, nicht weiter eingehen, 
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weil unter den von mir untersuchten Fallen kein Narkosefall ist. 

Bei meinen Ergebnissen lasst sich die Verschiedenheit von denen der 
genannten Autoren vielleicht folgendermassen erklaren. Die bei meinen 
Fallen nicht so hochgradige maximale Erhéhung des Rest-N im Blut kann 
méglicherweise zum Teil darauf zuriickgefiihrt werden, dass bei ihnen die 
N-Ausscheidung im Harn schneller als bei den Fallen der geneanntn Auto- 
ren eintrat. Daraus geht als wahrscheinlich hervor, dass die parenterale 
Zufuhr grésserer Fliisigkeitsmengen bei der Operation, wie iiber 2 | taglich 
bei meinen Fallen, nicht nur wesentlich als Nahrungs- oder als Mittel zur 
Steigerung der Herzfunktion, sondern auch zur Ausschwemmung der 
Eiweisszerfallprodukte diente, wahrend die von mir gebrauchten spezifi- 
schen Diuretica keine auffallende Wirkung hatten. 

Uber die Frage, ob der postoperative Vermehrungsgrad des N-Gehal- 
tes im Blut und Harn von der Grésse der Operationen abhangig ist, wird 
in der folgenden Mitteilung von Zitukawa ausfiihrlich berichtet werden. 
Wenn ich trotzdem hier, wenn auch nur kurz iiber meine bei Bauchopera- 
tionen erhaltennen Resultate sprechen darf, so komme ich zum Schluss, 
dass Vermehrungsweise und -grad des Blut-, bzw. Harn-N nach der 
Operation von der Grésse, d.h. von der Ausdehnung und der Dauer der 
Operation nicht mitbestimmt ist. Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, ist 
sie, sowohl bei grésserer Operation wie Magenresektion, deren Operations- 
dauer meisten 80’—100’ dauert, als auch bei kleineren wie Appendektomie, 
deren Dauer héchstens 20’ betrug, fast gleich. Nur bei der Operations- 
gruppe von Magenkrebs und von Gallensteinen bemerke ich im allgemeinen, 
dass das Ansteigen und Absteigen des Blut-N etwas protrahierte. Diese 
Protrahierung konnte dagegen bei der Magengeschwiirgruppe, deren 
Operationsgrésse fast die gleiche wie bei Magenkrebs war, nicht festgestellt 
werden. Aus obigem Befund geht als wahrscheihlich hervor, dass das 
Protrahieren der postoperativen Azotamie bzw. Azoturie nicht durch 
die Operationsgrésse, sondern durch den schon vorher bestehenden Zus- 
tand der Opeierten verursacht wurde. 

Bei der Gruppe von Gallenwegoperationen konstatierte ich, dass die 
postoperative Azotuvie im allgemeinen nur geringgradig war. Oben 
berichtete ich als eine Ausnahme einen Fall von Gallenwegoperation, bei 
dem keine postoperative Azoturie auftrat. Bei Gallenwegfallen, besonders 
bei solchen mit Hepaticusdrainge, war die Harnmenge nach der Operation 
trotz der parenteralen Zufuhr grésserer Fliissigkeitmengen nicht vermehrt. 
Dies ist bei ihnen zum Teil darauf zuriickzufiihren, dass die Diurese wahr- 
scheinlich infolge der schlechten Gallensekretion oder der Ableitung der 
Galle nach aussen, wie es schon von Clanssen® bestatigt wurde, ver- 
mindert war. 

Weiter wiesen Birger u. Grauhan darauf hin, dass Operationen 
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TaBie II. 
ler Postoperative maximale Steigerung des Rest-N-Wertes im 
en Blut bei den Fallen mit und ohne Hyperazotamie. 
nn 
- Gruppe| ahd “toa” “Tain 
(Min. -Max.) (Min. -Max.) 

ale -- —________ —_--- wen ee 
ch " - (35-105) “(34-56) 
ur ~——' aaise sak 
ler - | - (19°35 ) “(26-) 
fi- 

von Kranken mit primar erhéhtem Rest-N-Spigel, wie von Krebskranken, 
al- welche durchweg iiber die Norm erhéhte Ausgangswerte hatten, zu erheb- 
rd lichen Steigerungen der Rest-N-Quote des Blutes fiihrten, was darnach auch 
n. von Dietel bestatigt wurde. Von meinen Fallen waren die Rest-N-Werte 
‘a- bei 29 mehr oder weniger héher als 35 mg in 100 ccm Blut (seihe Tabelle 
ss, II A) und bei 50 Fallen normal (Tabelle II B). Der Rest-N-Wert des 
ler Blutes steigerte sich bei den ersteren nach der Operation im Maximum 
ler vom durchschnittlichen Ausgangswert 4%)mg in 100 ccm Blut durchsch- 
ist nittlich auf 58 mg ‘in 100 ccm Blut, so da8¥er eine durchschnittlich 36%ige 
1s- Steigerung zeigte. Dagegen erhéhte er sich bei den letzteren nach der 
ie, Operation im Maximum vom durchschnittlichen Ausgangswert 30 mg 
1S= durchschnittlich auf 50 mg, so dass er eine 67%ige Steigerung zeigte. 
n, Das Maximum des postoperativ erhéhten Rest-N-Wertes war wie oben 
se erwahnt bei einem Magenkrebs-Fall mit primar abnorm erhéhtem Wert 
en sogar viel kleiner als der Ausgangswert. Also konnte ich eine erhebliche 
llt N-Steigerung des Blutes von Kranken mit primar erhéhtem Rest-N- 
as Wert nicht feststellen. 
ch 
- Schluss. 

1. Bei fast allen 79 Bauchoperationen, bei welchen der Eingriff ohne 
lie postoperative Komplikationen verheilte, wurden postoperative Azotamie 
en und Azoturie nachgewiesen. Sie traten meist schon einen Tag nach der 
ei Operation auf und hielten sich einige Tage lang. Vermehrungsweise und 
TS -grad der N-Substanz im Blut, bzw. im Harn waren von der Grésse, d.h. 
on von der Ausdehnung und der Zeitdauer der Operation unabhangig. Nur 
rt. bei Magenkrebs- und Gallenstein-Fallen fand ich zuweilen ein mehr prot- 
r- rahiertes An- und Absteigen dieser N-Substanzen. Im Gegensatz Birger 
er und Grauhan kommte ich bei Kranken mit primar erhéhtem Rest-N- 
T- Wert keine deswegen besonders hochgradig aufsteigende Azotamie bes- 

tatigen. 
on 2. Die quantitative Vermehrung dieser N-Substanz des Blutes war 
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aber bei meiner Untersuchung nicht so stark wie bei den Fallen der oben 
erwahnten Autoren. Dies wurde zum Teil daraus erklart, dass die ver- 
mehrte N-Ausscheidung meiner Fille, bei denen gréssere Mengen Filiissig- 

. keit parenteral zugefiihrt wurden, sehr frith, namlich schon einen Tag nach 
der Operation auftrat. 


(3) 

2) 
(3) 
(4) 
(5) 
(6) 
(7) 
(8) 
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Zur Frage der postoperativen Azotamie und 
Azoturie, mit besonderer Berucksichtigung 
derselben bei Nephrektomie und sonstigen 
extraabdominalen Operationen. 
Von 
Senzi Zitukawa. 
(HN wR =) 
(Aus der chirurgischen Klinik der Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. M. Muto.) 
(Received for publication, November 29, 1944) 

Wir beschafiigten uns mit der Untersuchung der postoperativen 
Azotamie und Azoturie bei verschiedenen Operationsfallen unserer Kiinik. 
Dabei fihrte Shiozawa!) die Untersuchungen bei Bauchoperationen 
und ich die bei den sonstigen Operationsfallen, besonders bei Nierenopera- 
tionen durch. Da iiber das vorliegende Problem schon viele Arbeiten 
erschienen sind, so konnte ich natiirlich keine grundsatzlich neuen Ergeb- 
nisse erzielen, doch glaube ich, dass die im Folgenden mitgeteilten nicht 
ganz wertlos sein diirften. 

Mein Untersuchungsmaterial, itiber das ich hier berichten will, be- 
stand aus 130 Fallen mit glatter Heilung ohne Komplikation, namlich 37 
von Nephrektomie, 8 Rektumamputationen, je 11 Anal- und Struma-, 17 
sonstigen extraabdominalen grésseren und 46 extraabdominalen vel- 
haltnismassig kleineren Operationen. Darunter fand s’ch kein Fall 
akuter Eiterung. Die Operationen wurden in Lokal- mit oder ohne 
Lumbalanasthesie durchgefiihrt. Es gab keinen Narkosefall. Die Unter- 
suchungsmethode war ganz dieselbe wie bei Shiozawa. 

Bei den Rektumamputationen wurde wie bei Shiozawa vor und 
nach der Operation eine grosse Menge Filiissigkeit parenteral zugefihrt, 
wahrend die parenteral dargereichte Fliissigkeitsmenge bei der Neph- 
rektomie-Gruppe relativ gross, aber kleiner als bei den Rektum-Fallen, 
und bei den sonstigen Operationen in der Kérperpcripherie viel kleiner 
war. Ausserdem spritzte ich bei fast der Halfte aller Falle ganz ahnlich 
wie Shiozawa spezifisch harntreibende Mittel wahrend meiner Unter- 
suchungen ein. Trotzdem konnte ich keine deutlichen Unterschiede an 
dem N-Spiegel des Blutes und des Harns bei den Fallen mit und ohne 
Diureticainjektion beobachten, deshalb vernachlassige ich im folgenden die 
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Angaben dariiber. Angaben iiber die Nahrung wahrend der Unter- 
suchungen will ich ebenfalls und zwar aus den gleichen Griinden wie S hio- 


zawa unterlassen. 


Ergebnisse meiner Untersuchungen. 


Der Kirze halber werden die Ergebnisse bei jeder meiner Operations- 
gruppen in der Fig. I mittels Kurven dargestellt, deren N-Werte alle die 
durchschnittliche zeigen. Unter meinen Untersuchungsfillen waren der 
Rest- und Urea-N-Wert des Blutes vor der Operation nur bei der Nieren- 
gruppe mehr oder weniger erhéht, indem sie durchschnittlich 34 mg bzw. 
15 mg in 100 ccm Blut betrugen, und 18 Falle unter 37 etwas héhere Rest-N- 
Werte als 35 mg in 100 ccm Blut hatten. Der Gesamt-N und der Urea-N- 
Wert im Harn waren vor der Operation nur bei den Rektumfallen starker 
vermindert, indem sie durchschnittlich 5,3 bzw. 4,0 g betrugen. 

Durch die Untersuchungen an 130 extraabdominalen Operationsfallen 
stellte ich tibereinstimmend mit Shiozawa und auch mit den Angaben 
von Birgeru. Grauban,® Crainicianu u. a.” Dietel u. a. fest, 
dass sich der Rest- und Urea-N-Wert des Blutes sowie der Gesamt- und 
Urea-N-Wert des Harns nach allen Operationen schon einen Tag deutlich 
erhéhten, sich 3 Tage danach in fast gleicher Héhe hielten, und dann 
sanken, um | Woche postoperat. fast und 2 Wochen postoperat. véllig zum 
Ausgangswerte zuriickzusinken. Dabei schwankten die Werte des Urea-N 
des Blutes und des Harns im grossen und ganzen parallel je mit denen des 
Rest-N im Blut und des Gesamt-N im Harn. 

Birger und Grauhan hoben hervor, dass das Ansteigen des Rest- 
N im Blut in der Regel dem Maximum der posioperativen Azoturie zeitlich 
vorausging. Bei meinen Fallen finde ich den Erhéhungsgipfel des Rest-N- 
Wertes im Blut bei 101 Fallen (77,7%) einen Tag, bei 24 Fallen (18,5%) 
3 Tage und bei 5 Fallen 1 Woche postoperat. und die maximale Ausschei- 
dung des Gesamt-N im Harn bei 44 Fallen (33,9%) einen Tag, bei 65 
Fallen (50%) 3 Tage und bei 21 Fallen 1 oder 2 Wochen postoperat. 
wahrend die Untersuchungen 2 Tage nach der Operation bei meinen 
Fallen leider nicht qusgefiihrt wurden. 

Wahrend diese postoperativen N-Schwankungen bei allen Operations- 
gruppen im grossen und ganzen fast gleichartig waren, bemerkte ich doch, 
dass das Ansteigen der jeweiligen N-Werte durchschnittlich leichtgradiger 
bei den Gruppen von Strumaresektion und von Gross- sowie Kleinopera- 
tionen ausserhalb des Bauchbereiches als bei den Nephrektomie- oder 
Rektumoperationsgruppen und ihr Abfallen zu den Ausgangswerten 

demgemass auch schneller bei den ersteren als bei den letzteren stattfand. 

Beziiglich der quantitativen Vermehrung des Blut-N bemerkten Biir- 
geru. Grauhan und Dietel nach der Operation im Maximaum das 2 
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bis 3 fache der Ausgangswerte und zuweilen noch starkere Vermehrung. 
Bei Shiozawa’s Untersuchungen von Bauchoperationen erreichte der 
Rest-N des Blutes im Maxiumm durchschnittlich héchstens nur das 1,7 
fache des Ausgangswertes, wahrend einige Falle ausnahmsweise im 
Maximum eine 2 bis 3 fache Erhéhung des Rest-N im Blut zeigten. Der 
Gesamt-N vermehrte sich bei ihnen schon einen Tag nach der Operation 
starker als bei Burger und Grauhan und stieg im Maximum, meistens 
3 Tage, zuweilen schon einen Tag postoperat. auf das Doppelte des Aus- 
gangswertes. Bei meinen Untersuchungen stieg der Rest-N des Blutes im 
Maximum bei Nieren-, Rektum- und Analoperationen jeweils durchsch- 
nittlich nur auf das 1,4 fache des Ausgangswertes und zeigte bei den iibrigen 
Operationsfallen noch leichtgradigere Vermehrung. Der Gesamte-N wies 
auch keine so starke Zunahme bei meinen Fallen wie bei den Bauchopera- 
tionen auf. Er vermehrte sich nur bei den Rektumamputationen, bei 
denen sein Ausgangswert starker vermindert war, im Maximum durchsch- 
nittlich auf das Doppelte, bei Analoperationen auf das 1,7 fache und zeigte 
bei den iibrigen extraabdominalen Operationsarten noch geringere Ver- 
mehrung. 

Birger und Grauhan betonten, dass die vermehrte N-Ausschei- 
dung in ihren Ausmassen durchaus nicht allen abhangig von der Ausdeh- 
nung des Operationsbereichs, sondern auch wesentlich vom Ort und damit 
von der Resorptionsméglichkeit des Operationsbezirke mitbestimmt ist. 
Mairano® beobachtete den Héchstwert des N-Gehaltes im Blut bei 
Fallen, bei denen nach Art und Dauer des Eingriffes sowie durch Drainage 
eine schwere Gewebeschadigung stattfand. Die Grdésse des Eingriffes 
wurde auch von Abadie uw: a,” fiir den postoperativen Vermehrungsgrad 
des N-Gehaltes im Blut hoch veranschlagt. 

Bei meinen Untersuchungen waren die Erhéhung des N-Spiegels im 
Blut sowie die Vermehrung der N-Ausscheidung im Harn im allgemeinen 
bei Nieren-, Rektum-, und Analoperationen relativ héher als bei den ibrigen 
Operationsfallen im Bereiche des Halses, Thorax und der Extremitaten. 
Vergleiche ich nun meine Resultate mit den von Shiozawa bei Bauch- 
operationen gewonnenen, bei denen die N-Vermehrung des Butes etwas 
héher als bei meinen Versuchen war, so kann ich sagen, dass die post- 
operative Azotamie starker bei Operationen der Bauchhéhle oder in der 
Nahe des Bauchfells als bei denen der sonstigen K 6rperteile ist. 

Shiozawa sah gegeniiber Mairano und Abadie, dass der Ver- 
mehrungsgrad des N-Gehaltes im Blut und Harn von der Grdésse, d.h. von 
der Dauer und der Ausdehnung des operativen Eingriffeg nicht abhangig 
war, da er z.B. keine bemerkenswerten Unterschiede an den N-Vermeh- 
rungsgraden bei der Magenresektions- und der Appendektomiegruppe 
feststellen konnte. Bei meinen Fallen fand ich auch fast gleichgradige 
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Vermehrung dieser N-Werte sowohl bei der Rektumgruppe, bei welcher die 
Amputation durch die abdomino-sakrale oder die sakrale Methode durch- 
gefiihrt wurde und deren Operationsdauer durchschnittlich beinahe 2 
Stunden betrugte, als auch bei der Analgruppe, deren Operationsausdehnung 
und -dauer viel kleiner war. Ferner wurden keine Unterschiede zwischen 
den Gross- und Kleinoperationen im Bereich der Brust und Extremitaten 
konstatiert. Daher komme ich iibereinstimmend mit Shiozawa zu dem 
Schluss, dass der Grad der postoperativen Azotamie nicht von der Grdésse 
des Eingriffs, sondern vom Ort und zwar von der Resorptionsfahigkeit des 
Operationsgebietes abhangt. 

‘Der Einfluss der Narkose auf die postoperativen Azotamie wurden von 
friiheren Autoren verschieden eingeschatzt, wie bei Shiozawa ausfihrlich 
dargetan wird. Unter meinen 63 extraabdominalen Operationen an ver- 
schiedenen K 6rperte'len ausserhalb des Bauchbereiches wurden die Opera- 
tionen oberhalb des Brustgebietes und an den oberen Extremitaten bloss in 
Lokalandisthesie und die an den Unterextremitaten in Lumbal- und Lokal- 
anasthesie durchgefiihrt. Doch sah ich keine Unterschiede betreffs der 
postoperativen N-Schwankungsweise und des Vermehrungsgrades zwi- 
schen den beiden Gruppen. Beziiglich der Unterschiede zwischen Nar- 
kose- und Lokalanasthesiefallen kann ich nichts sagen, da es unter meinen 
Untersuchungsmaterial keinen Narkosefall gab. 

Wenn ich meine Untersuchungsfalle in 2 grossen Gruppen, namlich 
in eine Nephrektomie-gruppe und in eine solche sonstiger extraabdominaler 
Operationen einteile und den durchschnittlichen Wert des Blut-N und des 
Harn-N der beiden Gruppen mit dem von Shiozawa’s Bauchopera- 
tionen vergleiche, so finde ich, wie aus Fig. II ersichtlich, dass die Azo- 
tamie bei der Nephrektomiegruppe starker als bei den sonstigen extra- 
abdominalen Operationsfallen und beinahe gleich hoch wie bei den Bauch- 
operationen ist, und dass dagegen die Azoturie bei der Nephrektomiegruppe 
schwacher als bei den Bauchoperationen und beinahe gleich hoch wie bei 
den sonstigen extraabdominalen Operationen ist. Die Azotamie war 
namlich nach der Nephrektomie verglichen mit dem Grade der Azoturie 
verhaltnismassig starker als bei den sonstigen Operationen. Dies ist 
wahrscheinlich daraus zuriickzufiihren, dass es fiir die gesunde zuriick- 
bleibende Niere einer bestimmten kurzen Zeit bedarf, um ibre plétzlich 
vermehrte Belastung direkt nach der Entfernung der anderseitigen erk- 
rankten, aber teilweise noch funktionierenden Niere véllig durchzufihren. 

Im Gegensatz zu den Angaben von Birger und Grauhan stellte 
Shiozawa fest, dass Operationen bei Kranken mit primar erhéhtem 
Rest-N-Spiegel nicht immer zu erheblichen Steigerungen des Rest-N im 
Blut fihren. Von meinen Fallen zeigten 35 vor der Operation mehr oder 
weniger héhere Rest-N-Werte als 35,00 mg in 100 ccm Blut und 95 Fille 
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normale Rest-N-Werte. Der Rest-N des Blutes erhéhte sich bei den ersteren 
postoperativ vom durchschnittlichen Ausgangswert 38 mg in 100 ccm Blut 
in Maximum durchschnittlich auf 51 mg in 00 ccm Blut, so dass er eine 
33% ige Steigerung aufwies. Dagegen steigerte er sich bei den letzteren 
postoperativ im Maximum vom durchschnittlichen Ausgangswert 29 mg 
durchschnittlich auf 40 mg in 100 ccm Blut, so dass er eine 38% ige Erhéhung 
zeigte. Ich konnt ebenfalls keine erhebliche postoperative N-Steigerung 
des Blutes Kranker mit primar erhéhtem Rest-N-Wert weder nach Steige- 
rungsgrad noch nach der absoluten Steigerungsmenge feststellen. 


Zusammenfassung. . 


Die postoperative Azotamie und Azoturei, die bei meinen 130 extra- 
abdominalen, ohne Komplikation geheilten Operationsfallen beobachtet 
wurde, war fast glejchartig. Ihr Vermehrungsgrad war nicht von der 
Grésse der operativen Eingriffe, sondern von der Resorptionsfahigkeit des 
Operationsbezirkes abhangig. Sie war namlich am starksten nach den 
Bauchoperationen und am schwachsten an der Korperperipherie. Es war 
besonders merkwiirdig, dass die Azotamie bei Nephrektomie verglichen mit 
dem Grade der Azoturie etwas héher als bei den sonstigen Operationen ist. 
Im Gegensatz zu Birger u. Grauhan u.a. konnte ich bei Kranken mit 
primar erhihtem Rest-N-Wert keine erhebliche N-Steigerung des Blutes 
nach der Operation feststellen. - 
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Bedeutung der Rest-N-Bestimmung vor verschiedenen 
Operationen, vor allem vor Magenresektion. 
Von 
Masatoshi Shiozawa u. Senzi Zitukawa. 
(iw iE ®) (EN HR =) 
(Aus der chirurgischen Klinik der Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. M. Muto.) 
(Received for publication, November 29, 1944) 


Obwohl die Frage schon friiher von manchen Seiten diskutiert worden 
ist, beabsichtigen wir anschliessend an unsere vorhergehenden Arbeiten!?2? 
die Beziehung des Rest-N-Wertes des Blutes vor der Operation zu dem 
postoperativen Resultat verschiedener Operationen, vor allem bei Magen- 
resektion festzustellen, da wir unter unseren 226 Versuchsfallen 16 solche 
mit tédlichem Ausgang hatten. 


Ergebnisse unserer Untersuchungen. 

Unsere Versuchsfalle bestanden aus 58 Magenresektionen, 46 sonstigen 
Bauchoperationen, 37 Nephrektomien und 85 extraabdominalen Opera- 
tionen verschiedener Kérperregionen. Teilen wir zunachst samtliche 
Falle nach ihrem Rest-N-Wert vor der Operation in 2 Gruppen ein, d.h. in 
eine solche mit normalen Rest-N-Wert und in eine andere mit einer 
Hyperazotamie von iiber 35 mg in 100 ccm Blut, so kénnen wir die bei 


TABELLE I. 
Der Rest-N-Wert vor der Operation und das Operationsresultat. 































Rest-N—Wert iiber 35,00 ees uahee Spe ps 
Ope- ~~ (mg/dl) | Zahid. Zahl d. Zahl d. Zahl d. 
ees | Op. -Fiille Todesfalle Op. -falle Todesfalle 
Magenresektion 27 9 (33,396 31 3 (9,722) 
Sonstige Bauch- | 14 l | 32 3 
operationen 
Nephrektomie 18 0 19 0 
Extraabdominale | 15 0 70 0 
Operationen 
Total | 74 10 (13,52) 152 | 6 (3,924) 
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diesen beiden Gruppen erhaltenen Resultate in Tabelle I iibersichtlich 
zusammenstellen. 

Fassen wir alle Operationsfalle zusammen, so finden wir bei 74 mit 
Hyperazotamie eine 13.5%ige Mortalitat, bei den iibrigen 152 mit nor- 
malem Rest-N-Wert dagegen eine Sterblichkeit von nur 3.9%. Bemer- 
kenswert war darunter das Resultat bei Magenresektionen wegen Kar- 
zinoms, Magen- und Duodenalgeschwiirs. Wir fanden unter unseren 27 
Fallen mit Hyperazotamie 9 mal tédlichen Ausgang (33.3%) innerhalb 36 
Tagen nach der Operation, wahrend wir bei normalem Rest-N-Wert nur 
3 Todesfalle (9.7%) hatten. Der Rest-N-Wert vor der Operation, seine 
Schwankungen nach dem Eingriff und die Todesursache sind in Tabelle 
II zusammengestellt. Bei unseren ohne postoperative Komplikationen ver- 
heilten Fallen erhéhte sich der Rest-N-Wert 1 und 2 Tage nach der Opera- 
tion mAssig stark, darnach nahm er aber verhaltnissmassig rasch ab, um 2 
Wochen postoperat. zum normalen Wert herabzusinken.')?) Bei den 
Todesfallen wurde, abgesehen von den direkt nach dem Eingriff Gestor- 
benen, beobachtet, dass der Rest-N-Wert meist weiter anstieg oder sich 
nach einem einmaligen Sinken iiber den urspriinglichen Wert hinaus 
erhéhte. Dabei schwankte der Urea-N-Wert des Blutes im grossen und 
ganzen parallel mit dem des Rest-N, so dass er in der Tabelle nicht auf- 
gefiihrt zu werden brauchte. Nur bei einem an Uramie gestorbenen 
Fall (11) nahmen die prozentualen Anteile des Urea-N an den nach der 
Operation schnell abnorm héher iiber den Ausgangswert hinaus erhéhten 
Rest-N-Wert auffallend stark zu. 

Bei den letzten 3 Fallen (13, 14, 15) der Bauchoperationen ausserhalb 
des Magens war es klar, dass der Tod durch technische Fehler oder durch 
fehlerhafte Indikationsstellung der Operation verursacht war und die 
Todesursache keine Beziehungen zu dem Rest-N-Wert des Blutes hatte. 
Bei Fall 13 diirfte einzeitige Colonresektion an der darauffolgenden Nahtin- 
suffizienz schuld sein. Bei Fall 14 wurde Choledochusresektion mit Chole- 
cystoduodenostomie wegen einer Zottengeschwulst des Choledochus ausge- 
fihrt und durch Sektion mangelhafte Wegsamkeit des Ductus hepaticus 
festgestellt. Zu gross fiir eine geschwachte Frau diirfte der Eingriff bei 
Fall 15 Gallenblasenpapillom gewesen sein: Cholecystektomie, Colon- 
resektion und schliesslich Entfernung eines aus Gallenblase, Grossnetz, und 
einem Teil des Quercolon und Bauchwandmuskels bestehenden, entziind- 
lichen Tumors. 

Die Magenresektion wurde bei 37 Krebsfallen und bei 21 solchen von 
Magen- und Duodenalgeschwiir unter Lumbal- und Lokalanasthesie 
durchgefiihrt. Bei den Krebsfallen geschah sie unter méglichst erweiterter 
Indikationsstellung soweit wie méglich, bisweilen trotz Vorhandenseins 
grésserer Lymphdriisenmetastase und zwar so haufig, dass die geplante 
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TABELLE II. 
Der Rest-N-Wert bei Todesfallen. 
(Die Zahl in Klammer bei Fall 11 bedeutet den Urea-N-Wert) 





Rest-N-Wert 














Alter u. (mg in T00 ccm Blut) Todestage 
Geschlecht |——— —————— | | SCN Todesursache Bemerkg. 
d. Operierten} Vor |) 7 | 9 7 \1.w\2w| % OP 
\d. Op. 
—————— ———— ! -_ ————_—— 
1. 58j..w. | 38 Op. -Tag | postop. Kollaps | Carcinoma 
: | ventr. 
2. 62j.,w. | 41 fo | ” ” 
$, Slim. | 31 53 2 | Lungenoedem 
| (Sektion) ” 
4. 44j.,.m. | 92 61 | 83 38 5 | allg. Schwache ” 
5. 42.j.,,w. | 31 40 27 | 57 | 13 | ” ” . 
6. 28}j.,w. 38 40 40 14 | allg. Schwache | 
(Sektion) ” 
7. 46j.,w. | 54 | 57 | 59 | 49 13 | allg. Schwiiche ” 
8. 46.j,m. | 87 | 88 | 50 | 27 13 | ” ” 
9, 52j,m. | 41 | 53 | 55 | 41, 55 | 36 Mediastinal- 
abszess ” 
10. 57j.,.m. | 113 Op. -Tag | postop. Kollops | ” 
1]. 42}.,m. 31 116 178 | 214 10 | Uramie Ulcus ventr. 
(15) | (82) | (153) | (168) 
12. 60j..m. | 35 52 84 47 47 26 
Reop. | 46 39 | postop. Darm- 
stenose | ” 
13, 59j.,m. | 38 52 38 | 9 \Peritonitis infolge| Sigma-Carci- 
; Nahtinsuffizienz | nom 
14. 60j.,w. | 35 2 postop. Kollaps | Gallenblasen- 
| (Sektion) papillom 
15, 36j..m. | 24 49 98 6 Cholamie Zottengesch- 
(Sektson) wulst des Chole- 
dochus 
16. 35j.,m. | 36 48 43 69 10 Pneumonie Morbus Banti 


Magenresektion bei 37 (mit Einschluss von 2 totalen Resektionen) der zur 
N-bestimmung benutzten 39 Falle durchgefiihrt wurde. Unter diesen 37 
Resektionen fanden wir 9 Todesfalle (24.3%) innerhalb 36 Tagen nach der 
Operation und zwar 8 .«(42.1%) von 19 hyperazotamischen und | 
(5.5%) von den 18 Fallen mit normalem Rest-N-Wert. ’ Bei den 21 an 
Ulcus Erkrankten wurde meist ausgedehnte Pylorusresektion oder zuweilen 
die sog. ,,Resektion zur Ausschaltung‘ ausgefiihrt. Bei ihnen fanden 
wir 3 Todesfalle und zwar | von 8 hyperazotamischen und 2 von den 13 
Fallen mit normalem Rest-N-Wert. Bei allen Todesfallen wegen Magen- 
resektion konnten wir keine technischen Operationsfehler feststellen. Der 
einzige Fehler konnte die zu weite Indikationsstellung bei den Krebsfallen 
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(1, 5, 6, und 8) sein.. Doch hatten wir ausser diesen tédlich verlaufenen 
Fallen 8 geheilte, die unter ebenso erweiterter Indikation operiert worden 
waren. Unter 12 Todesfallen konnte 4 mal die postoperative, als Todes- 
ursache betrachtete Komplikation (Lungenédem, Mediastinalabscess, 
Uramie, postoperative Darmstenose durch Adhasion) durch Sektion, Re- 
operation oder durch klinische Beobachtung festgestellt werden. Bei den 
iibrigen 8 Fallen mussten wir uns mit einer Wahrscheinlichkeitsdiagnose 
(postoperativer Kollaps oder allgemeine Schwache) begniigen, obwobl die 
Sektion nur bei einem Fall ausgefiihrt werden konnte. Da diese 8 Fille 
meist einen mehr oder weniger erhéhten Rest-N-Wert zeigten, so drangt 
sich uns die Frage auf, ob irgendeine direkte oder indirekte Beziehung 
zwischen Hyperazotamie und postoperativer Prognose bestehe. Wenn 
wir schliesslich die Hyperazotamie-Falle von tiber 41 mg in 100 ccm Blut 
aus den Magenresektionenfallen auswahlen, so finden wir 9 einschlagige 
Fille (7 mit tédlichem Ausgang, 2 geheilt). Durch diesen Befund wurde 
der oben angenommene Zusammenhang zwischen Hyperazotamie und 
postoperativer Prognose noch wahrscheinlicher gemacht. 

Die gefundene Hyperazotamie wurde bei diesen Magenresektionen 
auf Grund klinischer Untersuchungen als extrarenalen Ursprungs er- 
kannt, weil z.B. der Blutdruck bei ihnen meist dem Alter entsprechend fast 
normal war und die Eiweissreaktion im Urin negativ ausfiel. Bei einem 
an Uramie gestornen 42 jahrigen Mann betrug der Blutdruck vor der 
Operation 130 mm Hg und der Harn war frei von Eiweiss. Nach Kaya® 
an unserer Klinik u.a, war der Rest-N des Blutes bei Passagestérung des 
Magendarmkanals stark erhéht. Bei unseren Krebsfallen wurde deutliche 
Pylorusstenose bei 9 von 19 hyperazotamischen, dagegen nur bei 3 von 
18 Fallen mit normalem Rest-N-Wert festgestellt. Da aber unter unseren 
14 Ulcusfallen mit Pylorusstenose nur 6 Hyperazotamie, dagegen 8 normalen 
Rest-N-Wert zeigten, so kann die Pylorusstenose auch bei Krebsfallen 
nicht fiir die alleinige Ursache der Hyperazotamie gehalten werden. Bei 
einem Fall mit dem stark erhéhten Rest-N-Wert 113 mg wurden bei der 
Operation reichlicher Ascites und Pylorusstenose gefunden. Doch zeigte 
ein anderer Ulcusfall ebenfalls mit reichlichem Ascites und mit Pylorus- 
stenose nur den Rest-N-Wert 26 mg in 100 ccm Blut. Die Erhéhung des 
Rest-N-Wert ging bei meinen Fallen auch nicht.immer mit der Ausdehnung 
des lokalen Ktankheitsherdes parallel. 

Die Ursache der Hyperazétamie ist hier also nicht einheitlich, sondern 
komplizierter; namlich je nach den Fallen verschieden. Klingreen® 
schatzte die Rest-N-Bestimmung fiir die Beurteilung der Operationsméglich- 
keit sehr hoch und hielt sie fiir das seiner Zeit beste Mittel, den Kreislauf 
objektiv zu beurteilen. Da eine renale Ursache der Hyperazotamie bei 
allen unseren Fallen véllig ausgeschlossen werden diirfte und eine durch 
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den Krankheitsherd verursachte Hyperazotamie nicht immer festgestellt 
werden konnte, so méchten wir als eine Ursache der gefundenen Hyperazo- 
tamie Stérungen im Transportssystem zwischen dem Krankheitherd und 
den Nieren, namlich Kreislaufschwache annehmen. ' 

Vaughan u. Morse® haben friher darauf hingewiesen, dass 
Operationen bei Kranken mit mehr als 60 mg Nonprotein-N in 100 ccm 
Blut bei Nieren- und Magendarmerkrankungen sehr oft gefahrlich sein 
kénnen. Kingreen schatzte wie oben erwahnt die Rest-N-Bestimmung 
fiir die Feststellung der Operationsméglichkeit sehr hoch. Dagegen waren 
Legueu,® Crainicianu” u.a. und Duval bei der Beurteilung dieser 
Untersuchungsmethode etwas zuriickhaltender. Bei 311 Fallen von 
Crainicianu u.a. und bei 50 solchen von Duval standen die Urea-N- 
Werte des Blutes oft nicht mit dem postoperativen Verlauf in Einklang, 
indem die beobachtete Hyperazotamie nicht grundsatzlich besondrs hohe 
Operationsgefahr anzeigte. Nach unseren Erfahrungen waren es die 
grésseren Operationen wie Magenresektionen, die bei Kranken mit Hyper- 
azotamie extrarenalen Ursprungs, vor allem bei Krebsfallen mit mehr als 
41 mg Rest-N, oft Todesgefahr direkt oder kurz nach dem Eingriffe mit 
sich brachten. Das ist darauf zuriickzufiihren, dass diese Hyperazotamie 
sehr oft durch Kreislaufsschwache verursacht wird. 


Schluss. 


Oben wird die Bedeutung der Rest-N-Bestimmung im Blut bei chirurgi- 
schen Erkrankungen ausserhalb des Urogenitalsystem, vor allem vor der 
Magenresektion kurz diskutiert. Die Magenresektion war bei meinen 
Krebsfallen mit Rest-N-Werten oft gefahrlich. 
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Die elektrische Erregbarkeit des menschlichen 
Auges. 
Von 
Kituya Iwama. 
(a fl oF th) 
(Aus dem II. Jnstitut fiir Physiologie der Tohoku-Universitat 
zu Sendai. Vorstand: Prof. Dr. K. Motokawa.) 


(Received for publication, December 7, 1944) 


Einleitung. 

Die sinnesphysiologischen Studien am menschlichen Auge werden im 
allgemeinen mit dem Lichtreiz, dem einzigen adaquaten Reiz fiir das 
Auge ausgefiihrt. Aber, wenn wir das Auge gleich den Nerven oder 
Muskeln als reizbares Gebilde auffassen, ist die elektrische Reizung die 
beste Untersuchungsmethode, denn wir kénnen dank der Genauigkeit 
und Einfachheit dieses Verfahrens damit eingehende Untersuchungen 
durchfihren. 

Es ist seit langem bekannt, dass man einen kurzdauernden Licht- 
blitz—Phosphen—empfindet, wenn das Auge elektrisch gereizt wird. 
Wird diese Erscheinung als Merkmal der elektrischen Erregbarkeit des 
Auges gewahlt, so kann man das menschliche Auge nicht nur sinnes-, 
sondern auch reizphysiologisch untersuchen. 

Um die physiologische Bedeutung der elektrischen Reizung des Auges 
zu klaren, muss man in erster Linie die Beziehung zwischen den optischen 
und den elektrischen Reizgesetzen kennen. 

In vorliegender Arbeit habe ich folgende Fragen zu lésen versucht: 

1. Wie ist die Reizzeit-Spannungsrelation beim Auge? und 

2. wie wird die elektrische Erregbarkeit des Auges durch die Dun- 
keladaptation beeinflusst ? 

Die Reizzeit-Spannungsrelation ist eine grundlegende Beziehung in 
der Reizphysiologie; Chronaxie und Rheobase, die sich aus der Reizzeit- 
Spannungsrelation bestimmen lassen, geben uns genaue Kenntnis von der 
elektrischen Erregbarkeit des betreffenden Gebildes. 


Versuchsmethode. 
Das Schaltungsschema fiir die Reizung mit rechteckigen Stromstéssen 
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ist links oben in Abb. 1 dargestellt. Durch die Abstufung des Wider- 
standes R wurden Gleichspannungen beliebiger Grésse hergestellt. Die 
Zeitdauer der Stromstésse wurde mittels Hashidaschen Rheotoms 
abgestuft. Um Veranderungen des Kopfwiderstandes vorzubeugen, wurde 
ein induktionsfreier Widerstand von 10 KQ dem Kopf vorgeschaltet. Der 
Strom wurde mittels einer auf die Stirn gesetzten differenten und einer auf 
das Hinterhaupt gelegten indifferenten Elektrode dem Kopf der Ver- 
suchsperson zugefiihrt. Die Elektroden bestanden aus chrolierten Silber- 
platten von 2 x 3 qcm und wurden mittels Paste und Heftpflasters auf den 
Kopf fixiert. 

Ich untersuchte die elektrischen Schwellenwerte, indem ich die beiden 
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Abb. 1. Zeitspannungskurve unter verschiedenen Adaptationszu- 
standen. (_]: Bei Helladaptation (Beleuchtung: 950 lux), A: Bei mittel- 
massiger Adaptation, (Beleuchtung: 3 lux), ©: Bei Dunkeladaptation 
(Beleuchtung: 0). Die Quantitatskurven sind durch dementsprechende 
gefiillte Marke gekennzeichnet. 
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Elektroden auf verschiedene Stellen des Kopfes aufsetzte, und stellte fest, 
dass der Schwellenwert niedrig ist, wenn wenigstens ein Elektrode in der 
Nahe des Auges liegt, und dass er am niedrigsten ist, wenn man die 
Elektroden in oben erwahnter Weise, namlich, die eine auf der Stirn und 
die andere auf dem Hinterhaupt anbringt. Aus diesen Griinden benutzte 
ich bei den vorliegenden Versuchen die oben erwahnte Elektrodenanord- 


nung. 
Versuchsergebnisse. 


1. Reizzeit-Spannungsrelation bei verschiedenen 
Adaptationszustanden. 

Ohne Riicksicht auf den Adaptationszustand hat eine Anzahl von 
Forschern die Reizzeit-Spannungsrelation des Auges untersucht und 
festgestellt, dass das W eisssche Gesetz bei Gleichstromreizung (Sc hriev- 
er!) oder das Hoorwegsche Gesetz bei Reizung mittels Kondensatorent- 
ladung (Bourguignon u. Déj ean,”) Schriever’’) giitig ist. Ache- 
lisu. Merkulow* haben mittels Kondensatorentladung die Giiltigkeit 
des Hoorwegschen Gesetzes unter verschiedenen Adaptationszustanden 
untersucht, aber ihre Resultate erwiesen sich als nicht eindeutig und ihre 
Deutung war zum Teil irrtiimlich. 

Bei meinen Versuchen benutzte ich zur Herstellung der Helladapta- 
tion ein Adaptationsgerat mit gleichmassiger Wandbeleuchtung von 950 
lux. Um die Augen in einem mittelmassigen Adaptationszustand zu 
erhalten, sass die Versuchsperson in einem halbverdunkelten Zimmer und 
schaute in den Schatten des eigenen Kopfes, wobei eine Lampe von 40 
Watt hinter dem Kopf angebracht war. Die Beleuchtung im Schatten 
betrug etwa 3 lux. Die Untersuchung bei Dunkeladaptation wurde 
erst nach 40 Minuten langem Aufenthalt der Versuchsperson in véollig 
dunklem Raum ausgefiihrt. e 

Die unter den oben erwahnten dreierlei Versuchsbedingungen erhal- 
tenen Resultate sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. Die Quantitats- 
kurven stehen, wie die ausgezogenen Geraden zeigen, mit der Zeit be- 
friedigend in linearem Zusammenhang, was darauf hinweist, dass das 
Weisssche Gesetz unter den verschiedenen Adaptationszustanden giiltig 
ist, und dass jede experimentell bestimmte Zeitspannungskurve mit einer 
einzigen Hyperbel dargestellt werden kann. Aber die Reizzeit-Span- 
nungskurve konnte unter Umstanden nicht ganz stetig verlaufen, so dass 
sie aus beiden Hyperbeln zusammengesetzt zu sein schien. Dasselbe 
Verhaltnis ist schon von Achelis u. Merkulow beobachtet worden. 
Diese Autoren wollten diese Zweiteiligkeit der Kurve auf die zweierlei 
reizbaren Elemente der Netzhaut, die Stabchen und Zapfen zuriick- 
fihren. Aber diese Deutung erweist sich ohne weiteres als unrichtig, wenn 
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Art und Weise der Kreuzung der beidef Kurventeile genauer beobachtet 
werden; die extrapolierte Strecke des einen Kurventeils (gestrichelt in Abb. 
2) verlauft unter dem anderen Kurventeil, so dass die Schwelle dieser fikti- 
ven Kurvenstrecke niedriger als die experimentelle sein muss. Es ist ganz 
unbegreiflich, warum der wirkliche Kurventeil nicht durch diese niedrigere 
fiktive Schwelle sondern durch die héhere bestimmt wurde. Die Zweitei- 
ligkeit muss daher auf andere Ursachen zuriickgefiihrt werden. 


wit o 
13r | 130 
. s 
2r “120 
ar M0 
. 
or 4100 ® 
P § 
a 490 











H 
1 
1 
ar | 430 
H 
aL 
\ 470 
\ 
\ 
oN ion 
| 
sr 4s0 
i 
a [ 
d | 
. Oeneeeniees f 
a aod 





Ss 
ey ot 
s 
~ 
& 
a 
8 
th 
“wn 
& 
J 
w& 
a 
+ 


i 0 
msec 


Abb. 2. Vom Weiss schen Gesetz abweichendes Beispiel. 


Zur Erklarung dieser Kurvenzweiteiligkeit muss man vor allem die 
Polarisationskapazitat der Haut in Betracht ziehen. Wenn man dem 
Gewebe eine konstante Spannung anlegt und den Strom durch die Haut 
hindurch fliessen lasst, so wird die Stromstarke durch die Polarisations- 
kapazitat der Haut innerhalb einiger Millisekunden stark herabgesetzt, 
so dass Reize von langer Reizzeit verhaltnismassig wenig wirksam sind. 
Unter diesen Bedingungn muss man die Reizspannung erhéhen, und 
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somit muss die Quantitatskurve fiir langere Reizzeiten steiler verlaufen als 
die fir kirzere. Auf diese Weise kommt die Zweiteiligkeit der Kurve 
zustande. 

Diese Erklarung scheint aber dem Umstand zu widersprechen, dass 
sich die Zeitspannungskurve in Abb. | innerhalb der Fehlergrenze nur 
mit einer einzigen Hyperbel darstellen lasst, oder dass die Quantitat mit 
der Zeit linear zusammenhangt. Dabei handelt es sich um den besonderen 
Verlauf des Stromes, der durch die Polarisation innerhalb einiger Millise- 
kunden stark herabgesetzt wird und ein Minimum erreicht, nimmt all- 
mahlich mit der Zeit wieder zu, wie ich mittels eines elektromagnetischen 
Oszillographen wirklich bestatigen konnte. Dank dieser Erhéhung der 
Stromstarke wird die Schwelle fiir lange Reizzeiten verhaltnismAssig niedrig 
bleiben, so dass die Quantitatskurve fiir langere Reizzeiten nicht immer 
steiler als die fir ‘kirzere verlauft. 

Der bei dieser Untersuchung erhaltene Chronaxiewert betragt bei 
mittellmassiger Adaptation 30, 8 msec, bei Helladaptation 6,2 msec und 
bei Dunkeladaptation 13,8 msec. Wie mehrere Forscher miteinander 
iibereinstimmend bemerken, sind die Chronaxiewerte des Auges viel 
grésser als die der Muskeln oder Nerven. So grosse Werte kann man 
freilich nicht dem Sehnerven zuschreiben. Es scheint mir, dass die Gang- 
lienzellen der Netzhaut der Angriffspunkt des elektrischen Reizes sind, 
denn Ganglienzellen besitzen im allgemeinen eine kleinere Reaktionsgesch- 
windigkeit und zeigen somit langere Chronaxiewerte als periphere Nerven. 
Es ist hervorzuheben, dass die Chronaxie bei der mittelmassigen Adap- 
tation am gréssten ist, und dass die Rheobase am kleinsten ist. 


2. Veranderungen der elektrischen Schwellenwerte 
wahrend des Dunkeladaptationsverlaufes. 


Die allgemein bekannte Kurve des Dunkeladaptationsverlaufes erhalt 
man mittels des Nagelschen Adaptometers. Anstatt des Lichtreizes 
kénnen wir durch den elektrischen Reiz die zeitlichen Veranderungen der 
Schwellenwerte verfolgen. In Abb. 3 sind die Ergebnisse fiir Reize von 
verschiedener Dauer abgebildet. Wie aus dieser Abb. hervorgeht, ist die 
Veranderung der Schwellenwerte sehr regelmassig, und unabhangig von 
der Reizdauer lasst sich folgende Gesetzmissigkeit ableiten; direkt nach 
dem Ausschalten des helladaptierenden Lichtes ist der Schwellenwert am 
niedrigsten, welcher allmahlich mit dem Fortschreiten der Adaptation 
zunimmt und schliesslich einen bestimmten Endwert erreicht. Aber es ist 
bemerkenswert, dass der Verlauf dieser Kurve je nach der angewandten 
Reizdauer voneinander ziemlich verschieden sind: 1. Die Kurven fiir 
kiirzere Reizzeiten liegen im allgemeinen héher als die fiir langere, und 2. 
die Kurven erreichen ihren eigenen Endwert bei kirzeren Reizzeiten 
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Abb. 3. Zeitliche Veranderungen der Schwellenwerte wahrend der 
Dunkeladaptation. Die Dauer des Reizstromes ist jeder Kurve beigegeben. 


viel schneller als bei langeren. Wie aus Abb. 3 ersichtlich, erreicht der 
Schwellenwert fiir die Reizzeit 3,9 msec schon 10 Minuten nach dem Beginn 
der Dunkeladaptation seinen Endwert, wahrend der fiir die Reizzeit 12,0 
msec bei gleicher Dunkeladaptationszeit nur zwei Drittel seines Endwertes 
hetragt. 

Durch die Dunkeladaptation wird die Erregbarkeit des Auges fiir das 
Licht allmahlich erhéht, und man braucht mehr als 40 Minuten, um die 
héchste Erregbarkeit zu erreichen. Aber bei elektrischer Reizung wird 
der Endwert der Schwelle selbst fiir eine hinreichend lange Reizdauer (in 
meinem Experiment 52,5 msec) in etwa 20 Minuten erreicht. Aus diesem 
Ergebnis ergibt sich ohne weiteres, dass die Erregbarkeit der Ganglien- 
zellen wahrend der Dunkeladaptation in ganz anderer Weise als die 
lichtempfindlichen Zellen der Netzhaut verandert wird. 


Diskussion. 

Wie oben ausgefiihrt, verandert sich die elektrische Erregbarkeit des 
Auges wahrend der Dunkeladaptation. Nun erhebt sich die Frage, wie 
Chronaxie und Rheobase wahrend dieser Zeit verandert werden. Um 
die Frage beantworten zu kénnen, muss man die Reizzeit-Spannungsrela- 
tion fiir jeden Augenblick der Dunkeladaptation kennen lernen, was aber 
in iblicher Weise kaum méglich ist. Ich konnte aus dem Versuchsergbnis 
2 die Zeitspannungskurve fiir jeden Zeitpunkt der Dunkeladaptation in 
folgender Weise konstruieren: Aus der Kurvenschar in Abb. 3 erhalt man 
eine Reihe der Schwellenwerte fiir ein und denselben Zeitpunkt. Tragt 
man die so erhaltenen Werte als Ordinaten und die dementsprechenden 











ler 
nn 


tes 








Die elektrische Erregbarkeit des Auges 4 77 


Reizzeiten als Abzissen auf, so kann man die TABELLE I. 
Reizzeit-Spannungskurve fiir den in Frage Zeitliche Veranderun- 
stehenden Zeitpunkt erhalten. Auf diese Weise gen der Chronaxie und 
wurden die Kurven fiir etwa zehn voneinander Rheobase wahrend der 
verschiedene Zeitpunkte wahrend der Dunkel- Dunkeladaptation. 
adaptation ermittelt. Die Chronaxiewerte, ‘ 
: Chronaxie | Rheobase 
welche aus den so konstruierten Kurven er- (msec) | (Volt) 
halten wurden, sind in Tabelle I wiedergegeben. 
Die Chronaxie steigt, wie aus der Tabelle hervor- ad 
geht, mit dem Fortschreiten der Dunkeladapta- Dunkel 





Hell 8,3 3,4 


tion langsam an, erreicht nach 10-12 Minuten 2’ 7,75 1,35 
ein Maximum und sinkt daraufallmahlich, um 8,5 1,5 
schliesslich in etwa 20 Minuten zu einem kons ® 9,5 1,7 
tanten Wert gelangen. wv |} 03 | 20 

Es ist von Interesse, dass der Chronaxiewert 12’ 11,2 2,25 
auf diese Weise im Adaptationsverlauf ein Maxi- |” - — 
mum passiert, was mit dem oben darglegten tl Pt - 
Ergebnis iibereinstimmt, dass der Chronaxiewert ss = vd 
bei mittelmassiger Adaptation viel grésser als on 35 3.45 


der bei Hell- und Dunkeladaptation ist. 
Zusammenfassung. 

1. Die Reizzeit-Spannungsrelation des menschlichen Auges wurde 
unter verschiedenen Adaptationszustanden untersucht. Die Chronaxie 
betrug bei mittelmassiger Adaptation 30,8 msec, bei Helladaptation 6,2 
msec und bei Dunkeladaptation 13,8 msec. 

2. Die Schwelle fiir rechteckige Stromstésse von verschiedener Dauer 
wurde wahrend des Dunkeladaptationsverlaufs verfolgt. Die Schwelle 
war direkt nach dem Ausschalten des helladaptierenden Lichtes am nied- 
rigsten, stieg mit der Zeit allmahlich an und erreichte einen konstanten 
Wert. Diese Veranderung ging um so schneller vor sich, je kiirzer die 
Reizzeit war. 

3. Wahrend der Dunkeladaptation passiert die Chronaxie ein 
Maximum. 
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The Influence of Splanchnicotomy upon the Choline 
Esterase in the Suprarenal Gland.* 
By 


Tatuzi Suzuki. 
( A =) 
(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Satake, 
Tohoku University, Sendai.) 
, (Received for publication, December 9, 1944) 

Some papers deal with the question, how the degenerative section of 
cholinergic nerve acts upon the choline esterase activity of the organ or 
tissue innervated by that nerve. 

Bricke!) showed that the choline esterase of the superior cervical 
ganglion in cats decreases after the degenerative section of preganglionic 
fibres. This result was confirmed by Couteaux and Nachmansohn.?) 

As concerns the voluntary muscle, Martini and Torda® found that 
the choline esterase of the gastrocnemius muscle of rats and guinea-pigs 
decreases after denervation. On the other hand, Marnay and Nach- 
mansohn* observed in the gastrocnemius muscle of guinea-pig, aug- 
mentation of choline esterase after the denervation. Feng and Ting® 
showed that the choline esterase activity of tibial portion of the toad’s 
sartorius decreases after denervation. 

Concerning the salivary gland, Intosh® studied on the choline es- 
terase activity of normal and denervated submaxillary gland of cat. 12 
to 20 days after section of chorda lingual trunk in one side, no difference 
was found in the normal and denervated glands. 

According to Feldberg, Minz and Tsudzimura,” acetyl- 
choline is the chemical transmitter of the impulses from the splanchnic 
nerves to the suprarenal medulla. 

It is therefore of interest to know whether the choline esterase in sup- 
rarenals decreases or not after the section of splanchnic nerves. 

It will be added here that the distribution of choline esterase in pig, 
beef and rabbit suprarenals was recently studied by Antopol and 
Glick.® They found that the suprarenal medulla has a greater choline 
esterase than the cortex. 





* The essentials of this paper were reported at the XIX Annual Meeting of the Japanese 
Physiological Society at Tiba, April 1940 (Japan. J. of Med. Sci., Biophysics, 1941, 7, 68). 
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MetuHops: Rabbits were used as subjects of experiments. Aseptic sec- 
tion of splanchnic nerves was performed on one side through the lumber route. 
(No narcosis was used.) 2—20 days after the denervation the experiments were 
carried out. As the blood is rich in choline esterase, suprarenal glands were 
perfused with warm Locke solution through the glass cannula inserted in the 
abdominal aorta, after the coeliac and mesenteric arteries and portal vein 
were tied and the whole of the small and large intestine were removed. 

Both suprarenal glands were then removed, dried superficially and weighed. 
The glands were now ground with 0.5 grm. of washed quartz sand in a small 
mortar, adding 20 volumes of bicarbonate-Ringer solution. The extracts were 
allowed to stand about 2 hours at room temperature and centrifuged. 

For the determination of the choline esterase activity, 0.5 c.c. of the extract 
was added to 0.5 c.c. of a 1: 10,000 solution of acetylcholine (Hoffman-La Roche) 
in Ringer solution, shaked and allowed to stand in a thermostat (at 38°C.) for 
one hour. At the end of this period, the mixture was diluted in 1: 10-1: 100 
with a 1: 100,000 eserine-Ringer solution (Eserin salicyl., Merck) to stop the 
enzymic destruction of acetylcholine. 

Unhydrolyzed acetylcholine in this diluted mixture was estimated by testing 
it on preparations of the frog’ssrectus abdominis muscle sensitized with eserine, 
in comparisons with a standard solution of acetylcholine (Chang and Gad- 
dum). 

The rectus abdominis muscle of Rana nigromaculata was sensitized by 
soaking in a 1: 100,000 eserine-Ringer solution for 3 minutes before each estima- 
tion, and one c.c. of the diluted mixture or the standard acetylcholine solution 
was added to the bath (volume about 4 c.c.) and the contraction of the muscle 
was recorded on a moving drum for 3 minutes. Then the drum was stopped 
and the bath replaced with fresh Ringer solution. 

Control experiment showed that the presence of extract did not affect the 
reaction of the muscle to the acetylcholine. 

The activity of choline esterase was indicated by the percentage of acetyl- 
choline destruction. 


Resutts: The comparisons of choline esterase activities of normal 
suprarenal glands on right and left sides, were carried out in 5 normal 
rabbits. The results are given in Table I. It will be noticed that the 
choline esterase activity of normal right and left suprarenal glands in the 
same rabbit possesses in every case an almost identical choline esterase ac- 
tivity. 

Experiments in normal and chronically denervated suprarenal glands 
were carried out in 10 unilaterally splanchnicotomized rabbits. The re- 
sults are displayed in Table II. The activity of choline esterase in de- 
nervated suprarenal gland seems to decrease slightly after 3 days and 
decreases considerably 7 days or more after denervation. 

One of the results obtained in this study is illustrated in Fig. 1. 

Summary: The choline esterase activity of the normal and de- 
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nervated suprarenal glands in rabbits was estimated by biological method 
(using the frog’s rectus abdominis muscle). 

The choline esterase activity of the suprarenal gland decreases after 
denervation. 
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Fig. 1 (Reduced to 1/2). The estimation of choline esterase activity 
in normal and denervated suprarenals using the eserinized rectus ab- 
dominis muscle of the frog. (Experiment No. 13). 

Time intervals are 1 minute. 

N (1/50): acetylcholine + extract of normal suprarenal gland ; diluted 
in 1:50. 

N (1/100): the same; diluted in |: 100. 

D (1/50): acetylcholine+ extract of denervated suprarenal gland; 
diluted in 1: 50. 

D (1/100): the sameg diluted in 1: 100. 

The effect at N (1/50) is a little stronger than 0.2y, a little weaker 
than 0.3y, it is taken as 0.25y. 5Oy acetylcholine (0.5 c.c. of 1: 10,000) 
was reduced to 12.5y, acetylcholine destruction is therefore 75%. 

The effect at D (1/100) is approximately equal to that of 0.3y. 50y 
acetylcholine was reduced to 30y, acetylcholine destruction is therefore 
40%. 
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. TABLE I. 
The choline esterase of the suprarenal glands in normal rabbits. 

| Weight of suprarenal | Percentage of acetyl- 

: Date of Body weight | gland (grm) choline destruction 
No. - | Sex 
experiment (kg) 

| r 1 | r 1 
1 | 29.XI. 1939 159 | @ | 0090 | 0.130 50 50 
2 9.XII. 1.84 ' * 0.182 0.193 40 38 
3 | 1LXIL » 173, | g@ | 0127 | 0.151 52 50 
4 | 13.XII. » 1.83 7 0.134 | 0.142 58 58 
5 | 17.XIL. » 1.33 2 0.141 | 0.137 60 65 











TABLE II. 


The choline esterase of the suprarenal glands in the unilaterally 
splanchnicotomized rabbits. 












































Bod Days Splanch- eat’ peasant 
No. Bnd boaew # Sex Rn nicotomy iad (grm) destruction om 
(kg) nicotomy ror] gibt 
si ! A Be. besse 
6| 11x. 1939 | 158 | 9 2 N 0.113 | 0.116 | 52 | 55 zuve 
7 7.XII. » 140 | 9 3 r 0.135 | 0.141 | 50 | 60 diese 
8| 17XL »# 1.54 | @ 4 1 0.097 | 0.119 | 50 | 40 Sero 

9 2.XII. 1.60 2 5 r 0.091 0.102 30 42 
10 26.XI, 1.58 g 6 r 0.196 0.184 40 60 Ole 
1] 9X. 1.07 r) 7 r 0.093 0.099 32 60 abstr 
12} 18X. 197 | 9 9 l 0.095 | 0.098 | 50 | 30 durc 
13 4.1X. ” 155 | 9 11 l 0.117 | 0.121 | 75 | 40 keit 
14] 27IX. » 143 | 9 16 l 0.087 | 0.095 | 52 | 28 thod 
15 22.X%. « 1.81 Q 20 r 0.082 | 0.097 | 52 | 76 2eitis 
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Die diagnostische und prognostische Bedeutung 
der Kniichelschen Seroreaktion bei 
Lungenschwindsucht. 


Von 


Seika To. 
(te af RR) 
(Aus der Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Tohoku- 
Universitat zu Sendai. Leiter: Prof. Dr. T. 
Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina.) 
(Received for publication, December 21, 1944) 
Einleitung. 

Fiir die Diagnose- und Prognosestellung der Lungentuberkulose hat 
man seit alter Zeit eine Anzahl von Seroreaktionen ausgesonnen; aber es 
gibt noch keine unbedingt sichere. Damit eine Reaktion im allgemeinen 
besser als die andere sei, muss das Verfahren einfacher und das Ergebnis 
zuverlassiger sein; die Kosten aber diirfen nicht zu hoch liegen. In 
diesem Sinne scheint mir die Kniichelsche Seroreaktion den anderen 
Seroreaktionen iiberlegen zu sein. 

Es wurde bei 100 Schwindsiichtigen unserer Klinik die Brust geréntgt, 
0,1 ccm alte Tuberkulinlésung 1 :,1000 intrakutan eingespritzt, der Sputum- 
abstrich auf Tuberkelbazillen untersucht und Sputum oder Magensaft 
durch Kultur auf Tuberkelbazillen gepriift. Die Senkungsgeschwindig- 
keit der roten Blutkérperchen wurde nach der Westergrenschen Me- 
thode bestimmt, ausserdem das Differentialblutbild untersucht und gleich- 
zeitig die Seroreaktion nach der Kniichelschen Methode ausgefihrt. 
Im folgenden seien die Untersuchungsergebnisse mitgeteilt. 


Versuchsmethode. 


Aus dem Blut, das man Tuberkulésen vor der Nahrungsaufnahme 
entnommen hat, bereitet man Serum. 0,5 ccm davon verdiinnt man im 
Reagenzglas mit 10,0 ccm 0,8 proz. Kochsalzlésung, fiigt 5,0 ccm Chloro- 
form hinzu, verschliesst das Glas mit dem Daumen und kippt es viermal 
hin und her. Man wiederholt das Kippen noch dreimal nach je finf 
Minuten. Hierbei entsteht in dem verdiinnten Serum eine Triibung. 
Man misst die Dichte dieser Triibung im Pulfric h-Photometer bei 1,0 ccm 
Schichtdicke und Rotfilter S 61 als Lichtabsorption. Eine starke Triibung 
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hat geringe Lichtdurchlassigkeit zur Folge, zeigt also eine kleine Durch- 


lassigkeitszahl und umgekehrt. 


Versuchsergebnisse. 


Bei dieser Untersuchung von Seren Schwindsiichtiger ergab sich nun, 
solange der Krankheitsprozess noch aktiv war, eine schwache Tribung, 
also grosse Durchlassigkeit. Dagegen fanden sich starke Triibungen, also 
geringe Durchlassigkeitswerte bei geheilten oder gebesserten Tuberkulésen. 
Im allgemeinen geht, wie Tabelle I zeigt, die Zahl der Tuberkelbazillen im 
Sputum mit der Abnahme der Triibungsdichte d.h. der Durchlassigkeitszahl 
bei 89 von 100 Fallen parallel. Der Grund hierfiir diirfte in der toxischen 
Wirkung der Krankheitserreger zu suchen sein. 

Weiterhin wurde das Krankheitsbild der so untersuchten Tuberkulésen 
drei Gruppen zugeordnet; namlich einer productiv-zirrhotischen, einer 
teils productiven, teils exsudativen und einer vorwiegend exsudativen Form 
mit Kavernen. Tabelle 2 zeigt bei der productiv-zirrhotischen Form 
Durchlassigkeitszahlen von 10-30, bei der teils productiven, teils ex- 
sudativen solche von 31-50 und bei der vorwiegend exsudativen Form mit 
Kavernen Werte von 51-87. Es ist zunachst klar ersichtlich, dass auch bei 
normaler Durchlassigkeitszahl ein erhéhter Senkungswert und bei normaler 
Senkungsziffer verminderte Triibung, d.h. grosse Lichtdurchlassigkeit be- 
obachtet werden kann. So zeigt Tabelle 3, dass der Senkungswert mit der 
Abnahme der Durchlassigkeitzzahl nur bei 70 von 100 Fallen (nach 
Knichel bei 72) parallel geht, wahrend in 30% der Falle abweichendes 
Verhalten vorliegt. Der normale Senkungswert findet sich bei 12 von 100 
trotz erhéhter Durchlassigkeitszahl. Der erhéhte Senkungswert bei nor- 
maler Durchlassigkeitszahl jedoch betragt 18%. 

Tabelle IV weist darauf hin, dass der Grad der Triibungsabschwachung 
mit dem Differentialblutbild in 66 von 100 Fallen (nach Kuiichel in 
85%) parallel geht. Bei Linksverschiebung liegt normale Durchlassig- 
keitszahl in 16 von 100 Fallen vor. Bei normalem Blutbild findet sich 
jedoch erhéhte Durchlassigkeitszahl in 18 von 100 Fallen. 


Zusammenfassung. 


Der Grad der Triibungsabschwachung der Seroreaktion nach 
Kniichel geht bei Tuberkulésen mit der Zahl der Krankheitserreger im 
Sputum bei 89% parallel. Mit anderen Worten: diese Triibung ist stark, 
wenn die tuberkulésen Herde geheilt oder verkalkt sind, aber shcwach, 
wenn sie noch offen, exsudativ-kavernés sind. Deshalb glauben wir aus 
diesen Ergebnissen folgern zu kénnen, dass diese Seroreaktion sowohl fiir 
die Prognosestellung wie fiir die Diagnose und Behandlung von Tuber- 
kulésen von Nutzen sein kann. 
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Versuchsergebnisse. 


TABELLE I. 
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Sputumabstrich Sputum (oder Magensaft)-Kultur 
lassi¢kei 
Durchlassigkeitszahl G. G. G. G. G. a aces l wm 
VII-X| VI | V iv | i-m |; —— | 
1-30 | | 1 | 4 | 6 6 | 27 
31-50 1 | 1 | 4 | 2 | 1 | 10 3 | 22 
51-87 7 | 4 | 8 | 7 | 4 21 | 51 
TABELLE II. 
Krankheits- 
bild Productiv- Teils productive,|_ Vorwiegend 
Durch- zirrhotische teils exsudative | exsudative Form Summe 
lassig- Form Form mit Kavernen 
keitszahl 
10-30 22 3 2 27 
31-50 5 | 8 9 | 22 
51-87 2 | 7 42 | 51 
Summe 29 | 18 53 | 100 








TABELLE III. 
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eae i P 
zahl und ee Normaler Senkungs- | Erhéhter Senkungs- 
\. Senkungs- Durchlissigheite- wert bei erhéhter wert bei normaler 
zahl entsprechend Peat tee Si at 
wert Durchlassigkeits- Durchilassigkeits- 
dem Senkungswert 
zahl zahl 
Forscher . 
Verfasser 70% 12% 18% 
Knichel 72% 21% 7% 








TABELLE IV. 








\. Durchlassigkeits- 














zahl und Dif- Durchlassigkeits- 7 — Erhéhte Durch- 

ferential- zahl entsprechend Normal Durchlissig- lassigkeitszahl 

‘\ blutbild| dem Differential- hetueaks bei bei normalem 
oe _ “ Linksverschiebung . 

blutbild Blutbild 
Forscher "he 
N 

Verfasser 66% 16% 18% 
Knichel 85% 3% 12% 
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Diese Untersuchungen wurden mit Mitteln des Unterrichtsministeriums 
aus dem Fond fur wissenschaftliche Forschung ausgefuhrt, wofiir herzlich ged- 
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Ueber das Verhalten der Flockungszahl-Werte 


in grossen Hohen. 
Von 


Shizuo Takata. 

(i Hm X) 
(Aus dem klinisch-chemischen Laboratorium der 
medizinischen Fachschule Kobe, Japan. 
(Leiter: Maki Takata). 
(Received for publication, March 6, 1945) 
I. Einleitung. 
In vorliegender Arbeit wird besonders eingehend iiber das Verhalten 


der Flz-Werte in grossen Héhen berichtet, was selbstverstandlich fiir die 
moderne Luftfahrtmedizin von eminenter Wichtigkeit sein diirfte. 


II. Versuchsanordnung. 


Zur Untersuchung im Flugzeug in grossen Héhen sowie in der Unter- 
druckkammer am Boden wurden 2 bis 3 gesunde Manner als Versuchsper- 
sonen herangezogen, denen jedesmal ca. 5 ccm Blut entnommen wurde. 
Die Blutentnahme in jeder beliebigen Héhe resp. Nennhdhe erfolgte stets 
gleichzeitig. 


1. Im Flugzeug. Die erste Blutentnahme erfolgte kurz vor dem Antritt zum 
Hohenflug (Bodenwert I), dann weiter in beliebigen Héhen (Héhenwerte). 
Um vollkommen sicher zu gehen, wurde die Blutentnahme einer bestimmten 
Flughéhe immer im horizontalen Flug vorgenommen. Zum Schutz gegen die 
Kaltewirkung und Erschiitterung wurden alle mit dem Blut beschickten Re- 
agensréhre in einen mit Watte ausgelegten Schutzkasten gesetzt. Grosse Sorgfalt 
wurde sonst noch auf die Sauerstoffatmung verwandt, die erst in Héhen iiber 
4,5 km ausgefiihrt wurde. Nachdem wir auf 7 resp. 8 km gekommen waren, 
gingen wir zur Abstiegsfahrt iiber; beim Abstiege wurde das Blut nochmal in 
denselben Héhen wie beim Aufstiege entnommen, um zu erfahren, ob iiberhaupt 
die Flz in ein und derselben Hohe gleichwertig bleibt. Auch kurz nach der 
Landung des Flugzeuges wurde das Blut noch einmal entnommen (Bodenwert 
II). 

Die ganze Flugdauer erstreckte sich iiber ca. 1 Stunde. Wie schon von uns 
hinlanglich bewiesen wurde, steigt die Flz-Kurve am Tage in der Regel nur sehr 
langsam an, und zwar um | J’ oder héchstens 1,5 J’ pro Stunde, sodass die 
Differenz zwischen beiden Bodenwerten in Anbetracht einer so kurzdauernden 
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Luftfahrt schon an und fiir sich kaum zu beriicksichtigen ist. 

Wahlt man den Ausgangswert (Bodenwert I) der Flz nunmehr zur Grund- 
lage zum Vergleich mit weiteren Proben, so kann die Intensitat (J’)* der 
Héhenwirkung einfach nach der Formel: J’=Flzx-Flzo berechnet werden, 
wobei Flzo den Ausgangswert, Flzx den Wert in jeder beliebigen Hohe be- 
deutet. 

2. In der Unterdruckkammer. In einer luftdicht zugeschlossenen Unter- 
druckkammer moderner Anlage wurden 2 Blutspender zusammen mit dem 
Blutentnehmer der Einwirkung des gewaltigen Unterdrucks ausgesetzt, wobei 
die Insassen unter Benutzung der dielektrischen Platte vom Erdboden isoliert 
gehalten wurden. Zunachst wurde die Blutentnahme unter gewohnlichem 
Luftdruck (Ausgangswert), dann weiter in jeder beliebigen Nennhéhe (Héhen- 
werte) vorgenommen. Die héchst erreichte Nennhéhe betrug dabei 7 km. 
Die Aufstiegs- und Abstiegsgeschwindigkeit liessen sich in ca. | km/3 Min. 
ausdriicken, sodass das Experiment in ca. 1 Stunde zu Ende kam. Beim Aus- 
gleich des Unterdrucks zur Norm wurde die Blutentnahme vorsichtshalber in 
_ 4km Nennhéhe wiederholt und zum Schluss noch einmal unter gew6hnlichem 

Luftdruck. 

Etwaige Unterdruck-Einwirkung kann eventuell auch nach der Formel: 
J’ =Flzx-Flzo wiedergegeben werden, wobei Flzo den Ausgangswert, Flzx den 
Wert in jeder beliebigen Nennhéhe bedeutet. Sauerstoffatmung erfolgte in 
Nennhohen iiber 4,5 km. 


Ill. Versuchsergebnisse. 
1. Hohenflige. Es wurden zweimal Héhenfliige vorgenommen, bei 


TABELLE I. 
Hoéhenflug I. (17. VII. 1943)** 





Héhe (km) | '; = = 3 2 4 st Grae es CS 


























No.| 1 2 3 4 5 6 7 8 

Sugimoto 

6 27j |Fiz| 500 51,5 545 585 64,0 73,5 80,5 51,5 
J’ 0 5 45 85 14,0 a> «6 6C*SESS 
No.| 1 2 3 + 5 6 7 8 9 

Ogiwara 

6 26j | Fiz| 47,5 48,5 52,0 56,0 61,5 66,5 74,0 81,0 49,5 
bg 0 1s 6 645 —C' BS 14,0 19,0 265 335 2,0 
No.| 1 2 3 4 5 6 7 

Sakamoto |——— 

6 193 | Fiz} 54,5 63,5 67,0 70,5 73,5 77,0 80,5 
7 0 90 125 16,0 19,0 225 260 

















**) Versuch an einem sehr trockenen Tage. 








*) J’ ist mit der Bio- resp. Vital- Ionisation gleich zu bedeuten. 
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TABELLE II. 
Hohenflug II. (21. VII. 1943)* 

















Hohe (km) 0 4 5 6 65 7 75 8 5 O | Bemerkung 
| 
mat £8 48 8 Ty e+ oe 
Inouye |—— vor Flugzeug- 
6 32j | Flz| 45,5 53,5 60,0 67,5 73,0 78,5 84,5 we | eS 
Vo | 0 80 145°22,0 27,5 33,0 390 16,0 1,0 
No.| 1 . ere * 6 
Sawada |—— vom Flugzeug- 
6 15; |Flz| 47,5 74,5 80,0 86,5 94,0 48,5 —— 
isouer 
Vy} 0 27,0 32,5 39,0 46,5 1,0 











*) Versuch an einem ziemlich feuchten Tage. 


denen die Ergebnisse durchaus eindeutig und auffallend waren. DieTabelle 
I und II geben die Flz-Veranderungen in grossen Héhen anschaulich wieder. 

Die Resultate bei diesen Héhenfliigen zeigen, dass die Flz des kreisen- 
den Blutes mit wachsender Hohe, also abnehmender Dicke der iiber- 
lagernden Atmosphare, immer starker zunimmt (z.B. 33,0 J’ in 7 km Héhe 
und 46,5 J’ in 8 km Héhe). 

Augenfallig ist ferner, dass der Wert der Flz in gleicher Héhenlage, 
einerlei, welcher Art der Fliige ist, fast immer gleich ist. Die ,,Héhen- 
abhangigkeit’’ der Fiz ist also einwandfrei bewiesen. Was die Bodenwerte 
vor und nach dem Flug anlangt, so lasst sich nur ein so geringer Unter- 
schied erkennen, dass er schon als gleich Null betrachtet werden kann. 

2. Unterdruckkammerversuch. Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, zeigt 
die Flz trotz einer so intensiven Erniedrigung des Atmospharendrucks wie 
bis auf etwa 300 mm Hg kaum eine Veranderung. Die Kurve der Fiz in 
der Unterdruckkammer verlauft véllig gleich wie draussen oder in gewéhn- 
lichem Zimmer am Boden. Daraus ergibt sich, dass die bewiesene 
Héhenabhangigkeit der Flz nichts mit dem Luftdruck zu 
tun hat. Die Sauerstoffatmung in der Unterdruckkammer verursacht 
auch keine Veranderung der Kurvenform, sodass der Partialdruck des 
Sauerstoffes beider Flz-Erhéhung keine Rollespielt. Dass 
die Kalte auch keinen Einfluss auf die Flz ausiibt, wurde schon von uns 
geniigend bestatigt. Bei der erstaunlich intensiven Flz-Steigerung in 
grossen Héhen ist ein Temperatureffekt deshalb ganz ausgeschlossen. Bei 
diesem Ausserst eindrucksvollen héhenphysiologischen Vorgang handelt es 
sich also um eine tatsachliche Héhenwirkung, die jedoch nichts mit den 
bisher bekannten massgeblichen Umweltsfaktoren wie Atmospharendruck, 
Sauerstoff und KA4lte zu tun hat. 

Ueberblicken wir das Ganze, so glauben wir mit vollem Recht sagen 
zu kénnen, dass der Modelversuch in der Unterdruckkammer zumindest 
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TABELLE III. 
Unterdruckkammerversuch. (19. VII. 1943) 

















Nennhéhe (km) 0 2 4 6 7 4 0 
No. l 2 3 4 5 6 

Inouye |}—— 
@ 32j | Fiz 50,0 50,5 50,5 51,0 51,0 51,5 
y’ 0 0,5 05 * 10 1,0 1,5 
No. l 2 3 4 5 6 7 

Sawada |—— 
6 15j | Fiz 51,5 51,5 51,5 52,0 52,0 52,5 52,5 
y 0 0 0 0,5 0,5 1,0 1,0 








zur Forschung der Flockungszahlreaktion in grossen Héhen nichts hilft. 
Hingegen wird die Flz-Forschung in der Stratosph4re in nachster Zukunft 
erhéhte Bedeutung gewinnen. 

IV. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Ergebnisse der Héhenversuche und des Unterdruckkammerver- 
suches sind graphisch dargestellt, um schon auf den ersten Blick die Inten- 
sitat der Héhenwirkung deutlich erkennbar zu machen (Abb. 1, 2 und 3). 
Fir die graphische Darstellung ist ein rechtwinkliges Koordinatensystem 
gewahlt, in das auf die x-Achse die Héhe (H) resp. Nennhéhe (H’) und 
auf die y-Achse die wirkliche Intensitat der Héhenwirkung (]J’) eingetragen 
ist. 


Dugimated 27 


40.9 
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30.0 -— 


20.0 oA 
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Abb. 1. Héhenversuch I. Abhangigkeit der Flz- 
Steigerung von der Hohe. 
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Nehmen wir des weiteren an, dass die relative Intensitat (J’r) 
in 8 km Héhe=100 sei, so ist z.B. im 2. Héhenversuch (s. Tabelle IV) die 
relative Intensitat in 7 km Héhe auf 71 geschwacht worden, in 6 km Héhe 
auf 47, in 5 km Hohe auf 31, in 4 km Hohe auf 17 usw. Die Intensitat 
der Hoéhenwirkung 4Andert sich also nicht geradlinig von Kilometer zu 
Kilometer, sondern in Form einer Exponentialkurve. Die Intensitats- 
kurve fallt demnach erst steiler, dann langsamer ab, um sich asymptotisch 
dem J’-Werte 0 am Boden zu nahern. Dies kann man auch aus folgender 
Tabelle ersehen. 


TABELLE IV. 


Relative Intensitat der Héhenwirkung. 














Hohenversuch I | Hohenversuch II 
H(km) | J’ | Jr | Jy Jr 
8 (46,5) (100) 46,5 100 
7 33,5 72 33,0 71 
6 26,5 57 22,0 47 
5 19,0 41 14,5 31 
4 14,0 30 8,0 17 
3 8,5 18 - - 
2 4,5 10 - ~ 
l 15 3 - - 
0 0 0 0 0 











Ferner sei noch gezeigt, wie intensiv die Flz-Steigerung in grossen 
Héhen im Vergleich zur kiinstlichen Bestrahlung des Menschen ist. Die 
folgende Tabelle gibt diese Verh4ltnisse anschaulich wieder. 


TABELLE V. 
Die Flz-Steigerung bei der Bestrahlung (nach Murasugt). 











Art der Bestrahlung | > id . Bemerkungen 
Neutronen (1) ' 13,5 | Zyklotron (D+C).* Entfernung | m, 35 Min. 
Neutronen (II) 11,5 | Neutronquelle(Ra+ Be)** direkt auf dem Bauch, 1 Std. 
R6ntgenstrahlen 11,0 | 170 kV, 3 mA, 0,5 cm Cu, 40cm, 10x 15 cm, 20 Min. 
y-Strahlen (Ra) 6,0 | 100mg Ra intracervical, 2 Std. 


* a) C8+D2+N8+n! oder b) C3+4+D°4N'4+n! 
** 300mg Radium. a) Be9+hv—>Be’+n! oder b) Be9+hv-s2Het+n! 


Man weiss also, dass die Flz-Steigerung in grossen Héhen sich in ihrer 
Intensitat mit den Ergebnissen anderer Versuche durchaus nicht vergleichen 
lasst. 
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Vv. Zusammenfassung. 


Bei der Forschung iiber das Verhalten der Flockungszahl in grossen 
Héhen sowie der Unterdruckkammer sind wir zu folgenden Resultaten 
gekommen: 

1. In grossen Héhen erfahrt die Flz eintn sehr steilen Anstieg, dessen 
Intensitat mit wachsender Héhe immer starker wird. 

2. Im Unterdruckkammerversuch bleibt die Flz selbst unter stark 
erniedrigtem Atmospharendruck unverandert, sodass der steile Anstieg der 
Flz in grossen Héhen nichts mit dem Luftdruck zu tun hat. 

3. Die Sauerstoffatmung iibt auf die Flz gar keinen Einfluss aus, 
sodass der O2-Mangel kein ursachliches Moment fiir die Flz-Steigerung in 
grossen Héhen darstellt. 


Literatur. 
1 Murasugi, T.: Tohoku Igaku Zasshi 1944, Bd. 34, Nr. 3, S. 213-225. (jap.) 
2 Murasugi, T.: Tohoku Igaku Zasshi 1944, Bd. 34, Nr. 4, S. 314-320. (jap.) 
3 Takata, M. und Dohmoto, M.: Tohoku J. exp. Med., 1936, Bd. 28, Nr. 6, S. 
522-536. 
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Biochemical Studies on Carbohydrates. 


XCIV. The Nature of Proteins which Participate in Making up 
Natural Glycoproteins. 
Fourth C ication: Digestibility by Pepsin and Trypsin“. 





By 
Yukio Asagi. 
(He Be rh Ee ME) 
(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku Imperial 
University, Sendai. 
Director: Prof. H. Masamune.) 
(Received for publication, April 10, 1945) 


Similar to composition, digestibilities by pepsin and trypsin also charac- 
terize animal proteins according to the class to which they belong, 
namely :— 

1. Acid proteins. 

a) Albumins (undenatured!) are hydrolyzed only very slowly by 
trypsin® but quickly by pepsin?. 

b) Globulins and phosphoproteins* are readily cleft by either of the 
enzymes. 

c) Scleroproteins (collagen*, elastin and reticulin) are highly re- 
sistant to trypsin as well as to pepsin. 

d) Keratins are even more inert than, scleroproteins although their 
derivatives are somewhat attacked?®?. 

2. Basic proteins. Histones’?) are digested by both of the enzymes 
and protamins® by trypsin only. 

Of proteins in vegestables, those grouped together in one class, con- 
trary to those in animals, do not behave unanimously towards the present 
enzymes, so, for instance, among prolamins gliadin®® and hordein™ are 
attacked by trypsin but zein not, and among globulins legumin™ hardly by 
the same enzyme but edestin™ with ease. Pepsin cleaves peptide link- 
ings as trypsin’, But the peptide linkings split by these enzymes 
are not identical!®)!4"5), although it has not been as yet established what 
radicles or configurations discriminate them. 





‘* Read before the 19th annual meeting of the Japanese Biochemical Society, Osaka, Oct. 
29-31, 1943. 
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Oh-Uti!®"” claimed that, viewed from the relative content of vari- 
ous amino acids, most of the proteins'*) participating in the make up 
of glycoproteins belong to animal albumins or globulins. From 
what above mentioned, animal albumins and globulins are quite dis- 
tinguishable by enzymic study. The present experiments, therefore, have 
been undertaken with the aim of characterizing the chemical nature of 
glycoprotein-proteins more precisely. It will further appoint to the analy- 
tically somewhat deviating proteins as the one in salivary mucoid appro- 
priate positions in classification. 

In order to determine the digestibility of glycoproteins, we examined 
preliminarily the effect on it of carbohydrates conjugated in them, although 
it has been already demonstrated that ordinary polysaccharides such as 
dextrin and starch are indifferent to tryptic action™. Park Davis pepsin 
and Kahlbaum trypsin were freed from Molisch-positive substances” and 
digestion of caseinogen and edestin was examined with and without addi- 
tion of the A-group substance from hog gastric mucus and of chondroitin- 
sulfuric acid. Neither noticeable shift of optimum pH nor change of 
hydrolysis rate was caused by the presence of these carbohydrates, which 
led us to believe that glycoproteins are employable as such for the purpose 
in view, without antecedent separation of their amino acid-grouping. We 
applied submaxillary and umbilical mucin and submaxillary, ovo-, chondro- 
and osseo-mucoid as in the work of Oh-Uti!®!”) and further, for com- 
parison, not only such acid animal proteins as blood- and egg-albumin, 
myosinogen, elastin, collagen and caseinogen but also salmin (a basic animal 
protein), gelatin(a derived protein), and vegetable proteins(oryzenin, edestin 
and zein). For incubation the glycoproteins were taken in amounts equal 
regarding their protein moiety to ordinary simple proteins. The enzyme 
solutions free from carbohydrate also were adapted as in the preparatory 
experiments stated above. The courses of digestion at the optimum pH’s 
are illustrated in Tables V and VI and Figures 1 and 2. _ In the results of 
the tryptic digestion the initial parts only of the curves are available, be- 
cause we did not particularily remove peptidases from the enzyme pre- 
paration. ' 

Within 30 minutes of incubation with pepsin elastin, collagen and 
salmin were not hydrolyzed. (That salmin has no linkage cleavable by 
pepsin is a known fact). Gelatin also was not, notwithstanding that the 
enzyme solution possibly contained gelatinase*”. The contrary were the 
glycoprotein-proteins examined. They were digested in the following 
order of readiness, the final substance being most resistant (here the names 
of glycoporteins represent glycoprotein-proteins) : 

Chondromucoid 


Osscomucoid>( Sulbmaxilary mucin )>Ovomucoid>Submaxillary mucoid. 
Umbilical mucin 
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Osseomucoid lying at the left end was digested to a similar extent as 
myosinogen, and submaxillary mucoid, which was least attackable, to 
about half the extent as egg-albumin. According to Tanabe*®, saliva 
mucin is made up of an ordinary acid protein and saliva mucoid in an 
approximate ratio of 4: 6'® and 60.9% of the latter are occupied by an 


amino acid-grouping, which then amounts to nearly one half (Fes) of the 


total protein fraction of the mucin. This taken into account, it follows 
that the simple protein in the mucin is digestible as readily as caseinogen 
(cf. Tables III and V). 

By the trypsin solution albumins, besides scleroproteins, were not at- 
tacked at all even in 180 minutes, but all of the glycoprotein-proteins 
were digested more or less. The digestibilities found may be arranged as 
(the names stand for the proteins in the respective glycoproteins as above) : 


Submaxillary mucin 
(Chondromucotd )>Omseomucoid>Ovomucoid>Submaxilary mucoid. 
Umbilical mucin 


The increases of acidity in the cases of chondromucoid- and umbilical 
mucin-proteins did not reach half the corresponding values in myosinogen 
and caseinogen, while the digestibility of submaxillary mucin, compared 
with that of submaxillary mucoid, suggested, for the same reason as noted 
above, that the ordinary simple protein-component of the saliva mucin 
is cleft quite easily. 

Oh-Uti!®!”) pointed out analytically that saliva mucoid diverges 
remarkably and ovomucoid in a less grade from the remaining glycoproteins, 
the former resembling rather scleroproteins. In harmony with this, 
digestion was not easy in these two glycoproteins, especially in saliva 
mucoid, though its occurrence was beyond dispute. 

To sum up, the glycoprotein-proteins were found hydrolysable both 
by trypsin and pepsin, distinguishing them not only from scleroproteins 
and keratins but also from animal albumins. These characteristic features 
imply the globulin nature of them in general and, the protein moiety of 
saliva mucoid and alikes, that are digested only with difficulty and deviate 
in analytical composition as mentioned, might be regarded as atyptical. 

Investigations in which glycoproteins were split by the aid of the above 
enzymes are not wanting®®)*4)25)26), but never before has been made ‘a 
comparative study of their digestibilities among themselves and among 
them and ordinary simple proteins. 


EXPERIMENTAL. 


I. Preparation of Pepsin- and Trypsin-solution. 
1) Carbonydrate-free pepsin-solution. 
1 gm. of Park Davis pepsin U.S.P. 1: 3000 was dissolved in | cc. of water 
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and 2-4 cc. of saturated MgSO, solution were added. The fine flocculent pre- 
cipitates were centrifuged after standing for several hours in ice and washed 3 
times with 5 cc. portions of 2/3 saturated MgSQ, solution, which had been cooled 
with ice in advance. When thus perfectly removed from Molisch-positive sub- 
stances, they were dissolved in 20 cc. of water and dialyzed against running 
water (5-15°C) for two days in a Pauli apparatus (without electrodes) through 
collodion membranes (Yositake?”)). The solution was finally diluted with 
0.1 n. HCl solution and water so as to obtain a solution of 40 cc. volume at pH 
2.0. 

Kept in an ice chest with toluene, this pepsin solution remained unaltered 
in activity for 70 days, which is illustrated in Table I, where the activity is ex- 
pressed in acidity increase occurring on incubation with caseinogen. (Details of 
the procedure are given in Ill, /)). 


TaABLeE I. 


Constancy of activity of a pepsin 
solution kept at 0°C, as expressed in 
increase of acidity occurring on di- 


TABLE II. 


Activity change with time of a 
trypsin solution at 0°C, as expressed 
in increase of acidity occurring on 


gestion of caseinogen for 5 min. (pH 


of incub. mixt., 1.95). 


digestion of caseinogen for 20 min. 
(pH of incub. mixt., 8.5). 














Time at O°C after | Increase of acidity Time at O°C after | Increase of acidity 
preparation of (cc. of 0.1 n. preparation of (cc. of 0.1 n. 
enzyme sol. (day) NaOH sol.) enzyme sol. (day) NaOH sol.) 
0 0.125 0 0.215 
10 0.130 1 0.215 
20 0.125 3 0.215 
30 0.130 + 0.205 
40 0.130 5 0.200 
50 0.135 7 0.180 
60 0.130 10 0.105 
70 0.125 








2) Carbohydrate-free trypsin solution. 


0.2 gm. of Kahlbaum trypsin (03897-st 7152) was taken up in 10 cc. of 
glycerol-water (1:9) and, after neutralizing to pH 7.0 with 1% NagCQO; solution, 
shaken with three 0.33 gm. portions of E. Merck kaolin (bolus alba pulvis 
subtilis) at 0°C2), being followed each time by quick centrifugalization. The 
centrifugates were combined and washed with 8 cc. of the glycerol-water above 
and suspended in 12 cc. of a glycerol-m/15 NagHPO, solution mixture (2: 8 by 
volume). Although the suspension (pH, 8.4) gave no Molisch reaction, its 
enzymic activity was not always the same with runs of preparation. Hence to 
compare the digestibility among proteins (Table VIII), a large quantity was 
prepared at one time and, taking out parts from it kept in an ice chest, the whole 
series of the measurement was finished within 3 days. After the lapse of this 
time, the activity decreased gradually as is shown in Table II (see experimental 
processes in III, 2)). 


II. Substrates and Carbohydrates Employed. 


Collagen. Prepared from bull tendon by the method of Strauss*®). The 
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product, dried constant (in vacuo (P,Os5) at room temperature), gave values: 
N, 17.60%; ash, 1.58%. ° 

Elastin. Prepared according to Richards and Gies*!), and dried as was 
collagen. N, 16.6%; ash, 0.41%. 

Gelatin, E. Merck. 

Egg albumin, E. Merck. 

Myosinogen (rabbit) solution. Muscles of rabbit hind legs were extracted 
with 3 volumes of a KCl (1.2 m.) solution containing K,HPO, (0.05 M) 
and KH2PO, (0.01 M) and mysoinogen was subjected twice to reprecipitation 
(with water) and redissolution (with the above buffered KCI solution) (Ed- 
sall*)), The final solutian was of 0.83% concentration as computed from 
nitrogen (nitrogen content of this protein was assumed as 16.8°%,**?). 

Caseinogen, E. Merck. 

Salmin sulfate. Prepared according to Kosse]#). The substance, which 
had been dried as above, analyzed: N, 23.4%; ash, 2.02%. 

Edestin, E. Merck. 

Zein. - N, 16.4%; ash, 0.68%. 

Oryzenin. N, 15.8%; ash, 0.28%. 

These two were the preparations in the days of Prof. K. Inoue. 

Submaxillary mucin and submaxillary mucoid. The preparations by 
Tanabe.) 

Ovomucoid. Prepared as was by Hasegawa®’. The product gave 
analytical figures akin to those of Hasegawa’s. 

Chondromucoid (whale) and umbilical mucin. The preparations used in 
the 89th investigation® of this series. 

Osseomucoid (bull). The preparation of Hisamura*?’, 

The A-group substance from hog gastric mucus. Prepared by alkaline 
scission from the mucus &ccording to Kobayasi*), It analyzed like Kobayasi’s. 

Chondroitinsulfuric acid. Sp. III of Hisamura®). 


Ill. Digestion Experiments. 


1) Pepsin experiments. 
i) Procedures. 


Substrate solutions or suspensions: Soluble ordinary proteins except 
protamin sulfate were dissolved in the proportion of 1% in a HCI solution 
varying in concentration according to requirement, with addition, when 
necessary, of a hexosamine-containing polysaccharide, and aliquots pipet- 
ted into digestion tubes. Insoluble ones were powdered fine (Jap. Ph. No. 
6 mesh) and suspended in the same proportion as above in dilute hydroch- 
loric acid, exclusive of those, whose equally dispersed suspensions were 
hardly obtainable. In these, a calculated amount was weighed immedi- 
ately into incubation tubes. Solutions of glycoproteins and salmin sulfate 
were 1% with respect to the protein moiety. Of different concentration, 
however, were the solutions of umbilical mucin and myosinogen, being 0.5 
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and 0.83% as regards the protein moiety respectively, and furthermore in 
caseinogen digestion a 0.83% substrate solution was also used in one run, 
These diverging cases are specially mentioned in the table (Table V). 

Incubation mixtures: In most cases, 4 cc. of a substrate solution 
were warmed in a wide test tube with a ground stopper to 37°, and 1 cc. of 
the pepsin solution similarly warmed was added. Exceptions were the 
cases where 0.83%, substrate solutions were used (Table V, Columns d 
and e). pH ofincubation mixtures was determined either electrometrical- 
ly or by means of slips of paper impregnated with Clark and Lubs indic- 
ators with electrometrical control. 

Titration: Sérensen’s procedure was followed. Digestion was 
stopped quickly by adding 0.1 n. NaOH solution (accurately measured) 
to neutral to phenolphthalein and after addition of I cc. of a neutralized 
formaldehyde solution (40 cc. of formalin were made up to 100 cc. with 
0.1 n. NaOH solution and distilled water), the mixture again titrated 
with 0.1 n. NaOH solution to the same neutral point. As a measure of 
acidity was taken the total volume (cc.) of the NaOH solution consumed 
(total sum of the volumes before and after addition of formaldehyde). 

When water, acidified to pH 2.0 with hydrochloric acid, was used 
instead of a substrate solution, no increase of acidity took place. 
Controls were conducted with the enzyme solution heated just to boiling. 


TaBLeE MIII. 


Do hexosamine-containing canbohydrates change the opt. pH and rate 
in peptic digestion of caseinogen? 





Grades of digestion at various pH’s as | Velocity of digestion at the opt. pH (1.95), 
expressed in increase of acidity | as expressed in increase of acidity 
(cc. of 0.1 n. NaOH sol.) (cc. of 0.1 n. NaOH sol.) 

















*% Substrate! a of \ on With addition of 

\ Inca; 20 mg.* of = ee a 20 mg.* of 

\ Caseinogen ’ \Caseinogen 

\ | a 

q | Chond |Time | Chond 
\ alone A-group es ull 2 c : alone | A-group | = aie, 
pH \ | substance |UPS4 UNC) incub. \__ | | substance | nsullue 

\ ; ac id fete) » | | ric acid 

240 =| | 0.100 | 2 | 0.085 | 0.085 | 0.085 

2.38 | 0.100 | 5 0.125 | 0.125 | 0.125 

235 | 0.100 10 0.150 | 0.150 0.150 

224 | 0.105 | 20 | 0165 | 0.170 | 0.170 

2.20 | 0.110 0.105 | * 30 0.175 | 0.185 | 0.178 

198 | | 0.120 | | 

1.95 | 0.130 | 

190 | 0.130 | 

170 | 0.115 0.110 | 

167 | 0.110 | | 

150 | 0.085 

1.45 | 0.080 0.075 | | | | 


* Ccrrespond to half the substrate in amount. 
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TABLE IV. 


Do hexosamine-containing carbohydrates change the opt. pH and 
rate in peptic digestion of edestin? 












































Grades of digestion at various pH’s as Velocity of digestion at the opt. pH (1.9), 
expressed in increase of acidity as expressed in increase of acidity 
(cc. of 0.1 n. NaOH sol.) (cc. of 0.1 n. NaOH sol.) 
\ With addition of |\ With addition of 
\ Substrate Substrate ; 
% Edestin 20 mg.* of xX Edestin 20 mg.* of 
\ Chond Time \, Chond 
* | alone A-group |, OneTO- | of alone A-group | “20nero- 
itinsulfuric| ; * | itinsulfu- 
pH 4 substance : incub. substance | —. : 
acid . ric acid 
\ Bec) Ek eee RES Binet sacl 
2.4 | 0.170 0.170 0.170 2 0.145 0.150 0.145 
20 | 0.185 0.185 0.185 5 0.195 0.200 0.205 
19 | 0.200 0.190 0.200 10 0.245 0.250 0.240 
1.7 0.185 0.185 0.180 20 0.295 0.290 0.290 
1.5 0.150 0.155 0.150 30 0.305 
* Denotes the same as in Table III. 


ii) Results obtained. 


For all the experiments tabulated was used one and the same pepsin 
solution. Optimum pH’s were determined by 5 minutes incubation. 

a) That hexosamine-containing carbohydrates affect the digestion 
neither in optimum pH nor in the rate at the respective optimum pH’s is 
seen from the experiments in Table III and IV, where caseinogen and 
edestin were the substrates respectively. 

b) Digestion velocities of various proteins at optimum pH’s are 
illustrated in Table V and Fig. 1. The data for determination of optimum 
pH’s are omitted. Collagen, elastin, gelatin and salmin sulfate were not 
attacked at all within 30 minutes of incubation in the range of pH from 
1.4 to 2.8. 


2) Trypsin experiments. 
i) Procedures. 


Substrate solutions or suspensions of the concentrations as those in the 
pepsin experiments were prepared by the use of 2/15 m. Na2HPO, solution 
with addition of a varying quantity of 0.1 n. HCl or 0.1 n. NaOH solu- 
tion, which was requisite to secure the pH aimed at when mixed with the 
enzyme solution. In the present experiment, the solution of funis mucin 
also was 1% in regard to its amino acid-grouping. And 4cc. from each of 
them and 1 cc. of the trypsin solution (the trypsin-kaolin suspension) 
were mixed, after both warming to 37°C, and shaken on an appar- 
atus set up in an incubator at the same temperature. Before titration 
the mixture was acidified, in case of need, with a definite volume of 0.1 n. 
HCI solution. Slightly different, however, was the mixing ratio in the 
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TABLE V. 


Velocities of peptic digestion of various proteins at respective 
opt. pH’s, as expressed in increase of acidity (cc. of 0.1 n. 


NaOH sol.). 



































= | | ies 
\ Substrate! 2 | 25 E> 't-| sles r els alEs| - ale 
tim [4% | 20] 88] FE] coi] 62 [seals sales easel 35 
o \ | ge] az] ea | da | Sa | Sar 4B axls Sx] Ex 6 oacls Sax] Fa 
\ | 8a aiga|2a SABA BIAE BS AM Ea a] $"5 
incub, \, l\a-|3> s-|d- = net 7 “OI ac “|g 
(min.) 4 (+ ie eee ae ae ay bs 
2 | 0.045 | 0.130| 0.050) 0.070} 0.030 | 0.115 | 0.045 | 0.025 |0.035, 0.035 | 0.045 |0.070 
5 0.080! 0.165| 0.095! 0.110} 0.045 | 0.155 | 0.080 | 0.040 10.055} 0.070 | 0.070 |0.100 
10 0.100 | 0.200} 0.120} 0.145 | 0.075 | 0.180 | 0.100 | 0.052 |0.075) 0.100 | 0.095 10.130 
20 | 0.120} 0.235} 0.150} 0.160} 0.085 | 0.210 | 0.120 | 0.060 |0.090) 0.130 | 0.120 |0.145 
30 | 0.135} 0.255} 0.160 | 0.095 | 0.225 | 0.135 | 0.070 0.1 0.135 |0.150 
(a) | (b) | (c) | @) |} (| © | @®)] |] & | (i) | (ke) | @ | 


* 4 cc. of 0.83% solution of the substrate were filled up to 7.5 cc. with water and 0.1 n. HCl 
sol. and incubated with | cc. of the enzyme solution. 

t¢ The substrate solution was 0.5% with respect to the amino acid-grouping of the prepa- 
ration. 


Fig. 1. Peptic digestion. 


Plotted from the figures in Table V. 
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experiment on myosinogen as well as in a case of caseinogen digestion, 
where a 0.83% substrate solution was applied. Here 4cc. of the substrate 
solutions were filled up to 4.6 cc. either with warer alone or with water and 
0.1 n. NaOH solution and incubated with | cc. of the enzyme solution. In 
determination of optimum pH’s the duration of incubation was 20 minutes. 
In other respects the precesses were the same asin /),i). The increases of 
acidity were expressed similar to the preceding. 


ii) Results obtained. 

a) Hexosamine-containing carbohydrates had no effect upon tryptic 
digestion, likely as upon the peptic of caseinogen and edestin. (Table VI 
and VII). 

b) Velocities of digestion of proteins at respective optimum pH’s 
are given in Table VIII and Fig. 2. As in /), ii), b), the data relevant to 
determination of optimum pH’s are omitted. Egg- and blood-albumin, 
elastin and zein were incubated for 180 minutes at several pH’s between 7.0 
and 8.6 and collagen at pH’s 4.6, 5.4, and 6.8 besides, but no cleavage took 
place. The albumins were examined also at the doubled concentration but, 
even then, no increase of acidity was found. 


TABLE VI.* 


Do hexosamine-containing carbohydrates change the opt. pH and 
rate in tryptic digestion of caseinogen ? 




















Grades of digestion at various pH’s, Velocity of digestion at the opt. pH (8.5), 
as expressed in increase of acidity as expressed in increase of acidity 
(cc. of 0.1 n. NaOH sol.) (cc. of 0.1 n. NaOH sol.) 
iene With addition of With addition of 
Castine 20 mg.t of — 20 mg.t of 
ogen ogen : 
alone A-groub _Chondro- alone A-group Chondro- 
H Par. sora itinsulfuric} quaeeede itinsulfuric 
P acid acid 
7.3 0.160 0.185 0.180 0.180 
7.7 0.184 0.184 0.184 0.325 0.320 0.320 
7.9 0.205 0.405 0.405 
8.5 0.220 0.220 0.220 
9.0 0.193 0.193 0.193 
9.85 _ 0.133 























* Determination of the opt. pH’s and measurement of the velocities were made with 
different enzyme solutions. 
t Correspond to half the substrate in amount. 
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TaBLeE VII. 


Do hexosamine-containing carbohydrates change the opt. pH 
and rate in tryptic digestion of edestin ? 




















Digestibility at various pH’s, as Velocity of digestion at the opt. pH (9.05), 
expressed in increase of acidity as expressed in increase of acidity 
(cc. of 0.1 n. NaOH sol.) (cc. of 0.1 n. NaOH sol.) 
\ With addition of With addition of 
Substrate Substrate 
Edestin 20 mg-* of Edestin Rag" 
Time 
alone A-group _Chondro- alone A-group Chondro- 
H fears. ates itinsulfucic rat ttn LA itinsulfuric 
P acid acid 
7.35 0.050 20 0.110 0.110 0.115 
7.80 0.060 45 0.180 0.185 0.180 
8.50 0.100 0.100 0.100 90 0.250 0.255 
9.05 0.110 0.110 0.110 180 0.300 0.300 
10.25 0.075 0.080 0.080 























* Denotes the same as in Table ITI. 


TaBLeE VIII. 


Velocities of tryptic digestion of various proteins at respective 
opt. pH’s, as expressed in increase of acidity (cc. of 0.1 n. 
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a nl SE A ES a 
20 | 0.190 | 0.195 0.190 0.155 00. 270(0.125)0. 1300.075 0.020 (0.030}0.065 0.060 | 0.060 19: 
45 | 0.325 | 0.350 | 0.320 | 0.215 |0.340,0.205|0.205 0.125] 0.035 0. 050)0.115) 0.120 ane 
90 | 0.445 0.420 | 0.380 | 0.270 '0.420'0.280)0.2600. 195) 0.050 (2.070 .070)0.150} 0.180 | 0.13 
180 | 0.545 | 0.445 0.400 | 0.310 | (0.335|0.3000.270 0.060 [0.090 0.240 | 0.150 30 38 
* 4 cc. of 0.83% solution of the substrate were filled up to 4.6 cc. with water and 0.1 n. ae 
NaOH sol. and incubated together with 1 cc. of the enzyme solution. 7 
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Fig. 2. Tryptic digestion. 
Plotted from the figures in Table VIII. 
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On General Concept of So-called Glycoproteins. 


(A lecture presented at the Japanese Biochemical Society in Osaka, 
October 29-31, 1943, with partial correction.) 


By 
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(ER —) 
(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai.) 


(Received for publication, April 10, 1945) 


The results hitherto obtained by my co-workers and me may be sum- 
marized as below and a conclusion drawn therefrom was that, of so-called 
glycoproteins, those which involve an itin or an itinsulfuric acid or alikes 
such as heparin are real glycoproteins in the sense of a kind of conjugated 
protein and the others should be classed among simple proteins. 


1. Components of the Carbohydrates in 
So-called Glycoproteins. 


Methods for determination of various sugars (amino sugars,'’) hexoses® 
and hexuronic acids*®)®”)) and others® in so-called glycoproteins were 
devised or improved, and scission of these proteins (by means of an alkali 
or enzyme), separation of thé polysaccharides with following purification, 
analysis, and identification of sugar constituents were carried out. Ac- 
cording to the results, this kind of protein is not confined to involve only 
one kind of polysaccharide in the molecule, but some possess two or even 
three. In the make-up of these polysaccharides, as is illustrated in Table 


I, take part 
glucuronic and galacturonic*) acid, 
mannose, galactose and 


a methylpentose (probably rhodeose)!® 
as non-nitrogenous sugars, and, as amino sugars, 
chitosamine and chondrosamine.?° 

To enumerate further characteristic features :— 

(a) Hexosamine-N is mostly* combined with acetyl. In some of 
the polysaccharides even all of hexosamine molecules hold a pyrrolidine 
ring besides (Table II).**%” . 

(b) They are each made up of one kind or two of hexosamine and 
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TABLE I. 


Carbohydrates in Glycidamins and Glycoproteins. 








Protein | Carbohydrate 

Mucin from snail foot® Acetylchitosamine-galactose (1:1) complex 
Urinomucoid!” ” ” (”) ” 
Mucoa-mucoid from 4th | 

stomach of bull" ” ” (2:3) ” 
Cornea mucoid??? Acetylchitosamine-galactose-sulfuric acid (1:1:1) complex 
Tendomucoid a!®) | ” ” ” (2:2:1) complex 
Ovomucoid?)!4)2?) | Acetylchitosamine-mannose (5:4) complex 


“"” " (10:11) ” 


Acetylchitosamine-galactose-mannose (4:3:3) complex 


Vitellomucoid*»?® 


Seromucoid!®17)18) 


Pseudomucin’®? Acetylchitosamine-galactose- a methylpentose ( ) complex 
Mucinogen from covering | 

of toad eggs?®’2)) | Acetylchondrosamine- “u" - ”? (2 :3:?) ” 
Funis mucin®?)23)24) | Mucoitin 

. . | 

Mucin from vitreus 

humor?®) ” 
Saliva mucoid?®)2?) | Third carbohydrate of saliva mucin (Tanabe); Mucoitin 
Saliva mucin??)28/29)30) ” ” ” i" w ); w 3 Acetyl- 


chitosamine-mannose (1:2) complex 


Sclera mucoid $3! Acetylchitosamine-mannose complex; Chondroitinsulfuric acid. 
y p 


Two acetylchitosamine-mannose-sulfuric acid complexes or one 
acetylchitosamine-mannose-sulfuric acid complex and one ace- 
tylchitosamine-mannose complex; Chondroitinsulfuric acid 


Sclera mucoid «*!) 


Chondromucoid™?*?)3)_ — | Acetylchitosamine-galactose-sulfuric acid (2:2:1) complex; 
° | Chondroitinsulfuric acid. 

' 
Osseomucoid*?)#4) } ” ” ” (w# ) ” . 


Tendomucoid 8") 


Mucus-mucinogen of | Acetylchitosamine-galactose (1:1) complex; Limacoitinsulfuric 
snail®)*5) acid 


one kind or two of non-amino sugar. Some carbohydrates (f. i. that in 
paramucin*®) contain glucosamine as well as chondrosamine. Those, in 
which two kinds of non-amino sugar are present, are found in seromu- 
coid, pseudomucin and mucinogen from the outer covering of toad eggs. 
(c) Among those that are constituted of the same kinds of sugar, 
first, some are esterified by sulfuric acid and some are not (comp. the 
polysaccharide of cornea mucoid with that of the mucin from snail foot); 
second, molecular ratios between the sugar-components are not definite 
(see the relation between polysaccharides of ovo- and vitello-mucoid); 
and third, atoms of the hexosamine nitrogen are not always in a 
single form in one polysaccharide, for instance, in the carbohy- 








dr 


so 


II. 


Til, 


COT 


as | 


gas 
anc 
rea 
po 
con 
cor 
anc 
res} 
aci 








General Concept of So-called Glycoproteins 109 


drate of mucin from snail foot all of them link merely with an acetyl rest 
(open type), while, in the corresponding carbohydrate of urinomucoid 
some further take part in ring formation (closed type). (Table II). 


TABLE II. 
Classification of the Carbohydrates of Glycidamins and Glycoprotins 
according to the Form of Hexosamine-Nitrogen. 


(From ‘Osaki and Turumi.%)) 





I. The carbohydrates in which all atoms of hexosamine-nitrogen are of open type : 


Mucoitin 

Chondroitinsulfuric acid ’ 
Limacoitinsulfuric acid 

Acetylchitosamine-galactose complex in the mucus mucinogen of snail 
The polysaccharide in the mucin from snail foot 


od in ovomucoid 


II. The carbohydrates in which some atoms of hexosamine-nitrogen are of open type and some of 
closed type: 
Third carbohydrate (Tanabe) of saliva mucin (the carbohydrate in saliva mucoid- 
glycidamin) 
The polysaccharide in seromucoid 
id n urinomucoid 
~ in the mucosa-mucoid from the 4th stomach of bull 


in tendomucoid 

" in the mucinogen from the covering of toad eggs 
Blood group A substance from the mucus of hog stomach 
Acetylchitosamine-galactose-sulfuric acid complex in chondromucoid 


” " " aol in osseomucoid 


III. The carbohydrates in which all atoms of hexosamine-N partake in ring formation (closed type) : 
The polysaccharide in vitellomucoid 





In short, various polysaccharides are found in various so-called gly- 
coproteins. 

Incidentally, it should be noted that mucoitin does not appear to exist 
as a monosulfate in the animal body. The presence of mucoitinsulfuric acid 
(Levene) was recently asserted or alluded in cornea mucoid (Meyer), 
gastric mucosa (Meyer), “ dissolved mucin *” of gartric juice (Komarov), 
and mucus mucinogen of snail (Suzuki), but these substances have been 
realized by us to have an acetylchitosamine-galactose-sulfuric acid-com- 
pound,!2) mucoitin itself,39) an acetlychitosamine-galactose-sulfuric acid- 
compound (a compound made up of similar components as the one in 
cornea mucoid)*?) and a polysaccharide composed of acetylchitosamine 
and galacturonic and sulfuric acid ([a]!9 of the acid sodium salt, 98.0°)3° 
respectively. The last carbohydrate was designated “limacoitinsulfuric 
acid.” 
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2. Nature of Glycoprotein-Proteins. 


Analysis of umbilical and submaxillary mucin and ovo-, osseo-, chondro- 
and submaxillary mucoid showed that, except in submaxillary mucint 
and mucoid, total base-N (nitrogen of hexone bases and cystin) and 
total dicarboxylic N, both as calculated in per cent of the protein moiety, 
amount similar to the corresponding nitrogen in most acid simple pro- 
teins.4°41) In the second place, the number of molecules of lysine exceeded 
that of arginine in all the substances above excepting the saliva mucoid, 
resembling the quantitative relation of these amino acids in animal albumins 
and globulins. And in the third, osseo- and chondro-mucoid and funis 
mucin were rich in both tryptophane and tyrosine, and ovomucoid was 
likely rich in tyrosine, though poor in typtophane, whereas in the saliva 
mucoid both these amino acids were scarce as in scleroproteins.*?? The 
quantitative figures thus suggested that most of so-called glycoproteins 
are formed by participation either of an albumin or of a globulin, exclusive 
of those in mucus. Therefore we further examined their cleavability by 
proteinases (pepsin and trypsin) to decide the nature of the amine acid 
groupings more precisely. 

In this experiment,*}) the above mucins and mucoids were all digested, 
but to different degrees as arranged below, the last one being least digestible. 


By pepsin: 
Chondromucoid 


Osseomucoid > Submax. mucin )>Ovomucoid>>Submax. mucoid. 
Umbilical mucin 


By trypsin: 
Chondromucoid 
(Submax. mucin )>Oseomucoid>Ovomucoid>Submax. mucoid. 
Umbilical mucin 


The hydrolysableness by both of the enzymes distinguished them from 
animal albumins, egg- and blood-albumin, that were not attacked by trypsin 
and also from scleroproteins, collagen and elastin, which were resistant 
to pepsin besides, although ovomucoid and in particular submaxillary 
mucoid exhibited only faint digestibility in harmony with their analytical 
deviation. 

From what have been noted in this section, we incline to assume that 
animal globulins generally take part in the make-up of so-called gly- 
coproteins other than those secreted from mucous cells and those in 
these cells. 


3. The Type of Combination between the 
Carbohydrate and the Protein Moiety. 
When agitated with water at different pH’s of and below 4.4, the 
insoluble residues of chondromucoid and umbilical mucin*+) (prepared 
by precipitation from the tissue extracts at a pH of about 2) contained 
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various quantities of chondroitinsulfuric acid and of mucoitin respectively, 
the content increasing with the decrease of the pH as low as about 2.0 
(Fig. 1). At pH’s below 2.0 remained the value of chondroitinsulfuric 
acid constant. Umbilical mucin dissolved entirely in water at pH’s less 
than 1.8. 


Fig. 1. 
Equivalent ratios of associated mucoitin and chondroitin- 


sulfuric acid to total free basic protein-N at different pH’s. 
(From Masamune and Yasuoka**?) 
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Moreover all chondroitinsulfuric acid could be removed from the 
mother mucoid at pH 7 by the aid of a chloroform-amylalcohol mixture, 
but the chitosamine-galactose-sulfuric acid-complex in the same glyco- 
protein could not. Funis mucin-protein was thrown down from water by 
the aid of formaldehyde at the same pH adjusted to with Ba(OH),. In the 
precipitates was detected no carbohydrate (consult Table I). Limaco- 
itinsulfuric acid3» and heparin*® can be also readily separated from their 
glycoprotein by a process like the above, leaving the non-hexuronic acid- 
containing polysaccharide behind together with the amino acid-grouping. 

These and additional experiments led us to believe that hexuronic 
acid-containing plysaccharides are present to play the réle of an anion in 
natural glycoproteins as a salt. Other carbohydrates constructing a so- 
called glycoprotein could not be split off by gentle means as applied above 
in so far as examined, and accordingly it might be plausibly assumed that 
these are combined with the amino acid-grouping in a firm chemical way 
through principal valencies. It is not meant hereby that all pon-hexuronic 
acid-containing polyoses (hexosamine-containing) are present in a bound 
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state in animal body (consult Yasuoka*’, Sibuya*?), and Tiba*®)49)), 

It is naturally considered that the proteins, with which the hexuronic 
acid-containing carbohydrates conjugate in tissue, are not restricted to 
those separable as a constituent of glycoproteins. Based on such a view 
and on the equivalent proportions found in tissues between protein basic-N 
and this sort of carbohydrate, we®” could explain why Sasaki had been 
able to extract a mucoid free from chondroitinsulfuric acid from bull tendon 
and further indicated that chondroitinsulfuric acid exists mostly, to say 
the least of it, as free acid in some kinds of cartilage. 


4. Proposal of Dividing Natural So-called 
Glycoproteins into “Glycidamins” as 
Simple Proteins and “Glycoproteins” 


as Conjugated Proteins. 


The salt naturet of those so-called glycoproteins involving a hex- 
uronic acid-containing polysaccharide justifies them to be real glycopro- 
teins, i.e, conjugated proteins similarly as are nucleo- and chromo-pro- 
teins. It does not matter here whether the constituting simple protein 
is basic or acid. Conjugated proteins may be supposed as mere artificial 
products, because, in cells and tissues, the prosthetic groups are possibly 
joined with proteins other than the accompanying when isolated and 
may be also present in part in a free state, but, nevertheless, their class 
among proteins will be worth of keeping, since they are separated always 
as substances involving a specific protein or specific proteins in the molecule. 

Coagulable proteins of serum, milk and bird eggs, phosphopro- 
teins®!)®2) and plant simple proteins, all of which are simple proteins, 
have been demonstrated to have a carbohydrate composed of hexosamine 
and hexose, though small in amount, and these carbohydrates are also 
not detached by treatment with a chloroform-amylalcohol mixture and 
other like mild agents. From these acid simple proteins, viewed thus, 
differ not only such so-called glycoproteins as ovomucoid and the mucin 
from snail foot but also the ones, which associate an itin or an itinsulfuric 
acid or heparin as in chondromucoid, saliva mucin and so on, only quantita- 
tively but not qualitatively. Not all simple proteins have a carbohydrate, 
but, because of being chemically bound of the carbohydrate with the 
amino acid-grouping, carbohydrate-rich proteins as exemplified might 
be also more legitimately classed in the group of simple proteins as are 
phosphoproteins by English authors. We name them “ glycidamins.” 
In one glycidamin is found only one polysaccharide. 

Real glycoproteins contain usually a glycidamin as the constituting 
protein. Exceptions are those obtainable from umbilical cords and vitreus 
humor, whose protein component gives amino acids alone on hydrolysis, 
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and sclera mucoid , in which the simple protein possesses no marked 
quantity of carbohydrate. Saliva mucin and sclera mucoid a are com- 
plicated and made up of a glycidamin, a protein with a minute quantity 
of carbohydrate and a glucuronic acid-containing polysaccharide. Gly- 
cidamins are also separated together with nucleic acid in the form of 
nucleoprotein.*3) 





Notes. 


* Glucosamine-N in heparin is not acetylated but sulfurylated. 

t+ Submaxillary mucin owes the present divergency to submaxillary mucoid involved as a 
component (cf. Hasegawa*®) as well as Oh-Uti*’). 

¢ That loose co-ordination helps the conjugation is possible. 
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Uber die histopathologischen Einwirkungen der 
Leibessubstanzen der Typhusbazillen auf die 
. Kaninchenorgane. 
Von 
Kiyosige Ogawa. 
2 ec) 
(Aus dem Bakteriologischen Institut der Reichsuniversitat 
zu Sendai, Direktor: Prof. Dr. M. Kuroya.) 
(Received for publication, September 21, 1944) 
I. Einleitung. 

In Bezug auf die histologischen Veranderungen der Kérperorgane 
bei Typhus oder Paratyphus abdominalis berichteten bisher zahlreiche 
Autoren, wie Friedreich,!) Wagner,” Hoffmann, Fraenkel und 
Simonds,” Reed,» Schmidt, Graff,” Faber, Jaffe” Stern- 
berg,’ Joest,™) Suzuki,’ Burckhardt,’ Huebschmann,™) 
Matko,'» Haga,’ Ojima,!”? Noda,!® Sagawa u.a. Beziiglich der 
histologischen Unteruschungen iiber die experimentell durch diese Bakte- 
rien hervorgerufenen Veranderungen der Tierorgane liegen auch Angaben 
von mehreren Autoren, wie Fraenkel und Simonds, Cygnaeus,2” 
Reed,» Kirch,?”) Joest,! Gruber, Suzuki,!?) Matko,!® Saga- 
wa,!? Tabei,) Yokowo und Hayakawa,™ Yaguti,2» Yamaba- 
yasi,2© Akabosi,?” Tatizawa,?® Tuneto” u.a. vor. Die pathologisch 
gisch-anatomischen Befunde bei derartigen Krankheiten sind heute genau 
bekannt, aber es ist noch nicht geniigend erklart, welche Gewebsalteration 
der einzelne Bestandteil des Bakterienleibes verursacht. Nur Prof. Dr. 
Takeda” und seine Mitarbeiter berichteten, dass sie durch Injektion 
von dem aus Typhusbazillen isolierten Polysaccharid die Typhusknoten 
in Kaninchenleber entstehen lassen konnten. 

Friher stellte Verfasser3!) vergleichende Untersuchungen iiber den 
Einfluss der verschiedenen Leibessubstanzen der Typhusbazillen auf den 
Leberglykogengehalt an. Nun studierte Verfasser weiterhin, welche 
histopathologischen Veranderungen in Leber, Milz und Lymphdriise 
durch jede dieser Substanzen erzeugt werden, woriiber in dieser Abhandl- 
ung Naheres berichtet werden soll. 


II. Versuchsmaterial und -methode. 
Weil die bei diesem Versuch gebrauchten Bakterienleibessubstanzen 
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fast gleich mit denen in meinen vorigen Mitteilungen sind, wird nur kurz 
darauf eingegangen, statt die genaue Erklarung iiber die ganzen Herstel- 
lungsverfahren zu wiederholen. 

Eine grosse Menge der Typhusbazillenkultur, nach ihrer Entfettung 
mit Aceton, wurde mit neutralem Wasser durch Erhitzung. extrahiert und 
abzentrifugiert. Wenn man diesen Extrakt mit 1% HCI zum isoelektri- 
schen Punkt brachte, so wurde Proteinfraktion d.h. PF daraus gefiallt. 
Wenn man die iiberstehende Fliissigkeit derselben konzentrierte, dialysierte 
und dann in pH 5,0 die 3 fache Menge von Alkohol zusetzte, so bekam man 
einen Niederschlag von Kohlehydratfraktion d.h. CF. Wurde 1% ige 
CF-Lésung mit 1% HCI zu pH 1,4 gebracht und ihr die gleiche Menge 
Aceton zugesetzt, so fallte sich MF, die fiir eine Art von Glykoproteiden 
zu halten ist; und aus iiberstehender Fliissigkeit durch weiteren Zusatz 
mit gleicher Menge Aceton bekam man den Niederschlag, d.h. PSF, das 
freie Polysaccharid. Von dieser iiberstehenden Fliissigkeit durch Neutral- 
isierung mit NaOH sonderte sich MPF ab. 

Die MPF in solcher Weise gewonnen, enthalt das Proteid und das 
Polypeptid im engeren Sinne, dessen ersteres als ein Spaltprodukt aus MF 
zu betrachten ist und dessen letzteres dagegen wahrscheinlich nur fiir 
eine aus dem Kulturmedium herausstammende Verunreinigung zu halten 
ist. Naheres iiber diese Substanzen wird in anderer Mitteilung aus diesem 
Institut bekanntgegeben werden. 

Verfasser brauchte in diesem Experiment die in solcher Weise ge- 
wonnenen entfetteten Bakterienleiber, PF, CF, MF, PSF, MPF und die 
die wasserléslichen Bestandteile véllig extrahierten Bakterienreste. 

Als Versuchstiere wurden gesunde und reif gewordene Kaninchen 
iiber 2 kg ausgewAhlt, die mit verschiedener Giftmenge, wie in der folgenden 
Tabelle beschrieben, je nach der Giftigkeit der einzelnen Substanzen, 
gelést oder suspensiert in 2 ccm physiologischer Kochsalzlésung, in Vena 
auricularis eingespritzt waren. Die Kaninchen wurden nach einer bestim- 
mten Zeit durch kinstliche Luftembolie abgetétet und sogleich nahm man 
die Eingeweide heraus und fixierte sie in 10% iger Formalinlésung, Die 
Kaninchen Nr. 7 und 8 starben aber im Laufe des Versuches wegen 
Intoxikation. : , 

Zur Herstellung der histologischen Praeparate wurde hauptsachlich 
Paraffineinbettung angewandt und zur Farbung wurden Haematoxilin- 
Eosin und V an Gieson sche Lésung benutzt; aber teilweise kam daneben 
auch Gefrierschnittmethode und Sudan III-Farbung zur Anwendung. 


II. Versuchsergebnisse. 


A. Makroskopische Befunde. 
Bei der Injektion von entfetteten Bakterienleibern konstatiert man 
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el- TABLE I, ‘ 
Injierte Menge der Leibessubstanzen und dadurch 
ing hervorgerufene Vergiftungszeichen. 
nd 
ri- £. .|Kérper-| Art von | M.L.D. | Injizierte Menge |Zeit des Ster-| 
Eis =e Leibessub-| gegen (pro kg K6rper bens od. Vergiftungszeichen 
Ilt. Ze ; (g) | Stanzen Mause gewicht) Schlachtens 
| | | 
rte | | RI pee oe 
9 nach 36 St. | Diarrhoe, Mattigkeit, 
jan 7 2,130 * 2,0 mg am |. Tag 20 mg gestorben Anorexie, Dyspnoe 
ige ma SEE MES ‘am 4. Tag | Mattigkeit, Appeti 
250 = : am 4. Tag | Mattigkeit, Appetit 
ge ad } 275 -S am |. Tag 10mg gestorben herabgesetzt 
len meat ete Me EE 
x am 1.4.7.u,10. Tag) am 11. Tag | Appetit he erabgesetzt, 
AtZ 9 2,000 . | je Img | geschlachtet | = 11. Pen | eee 
las — CI eS abDgescnhw ac 
al P | S | am 1. Tag 2 mg, | om 15 Tag | 
al- 20 | 2,870 Z eo 3. u. =P 4 geschlachtet | am 2. Tag Diarrhoe 
las Ss gmrey | am 10. Ta Tag | Am I. u.2. Tag Diar- 
; g 
{F 21 | 2,220 do. | geschlachtet | rhoe u. Anorexie, 
ee ee * seit 3. Tag genesen 
fur 4 | 2,250 PF 2,0 mg am I. Tag 2 mg, | am 6. Tag Appetit etwas 
en sucess . lam 3.u.5. Tag je¢mg, i herabgesetzt 
-m Ad 
| am 1. Tag | mg, om Si. Ge 
5 | 2,500 | am — Tag Ff sideiteeas etwas matt 
se- -_ | je 2 mg N 
lie | am |. Tag 1 mg, 
6 | 2,220 | am 2.-12. Tag je | am 17. Tag| ohne Vergiftungs- 
en | | am 13-16 Tag je geschlachtet| zeichen 
en | | 3m _—? 
nl, | am 1. Tag 2 mg, | am 10.Tag|_. 
a 18 | 2,370 ‘am3.u.5. Tagje Fg geschlachtet| W#¢ oben 
m- | am 15. Tag | F 
an 19 | 2,700 | do. | geschlachtet | wie oben 
die | 9 | am 1. Tag | | am 6. T 
g1lmg, | am ag os - oat 
on 10 | 2,100 CF 0,2 mg am 3.u.5. Tag je 2mgl seat Appetit herabgesetzt 
am 10, Tag 
ch 11 | 2,300 | do. geschlachtet — 
, —— | 
in- | | am 15. Tag| p; 
wa 12 | 2,900 | do. | oa iS Tea Diarrhoe, matt 
| Diarrhoe u. Appetit- 
29 | 2,780 | do. | do. | mangel 
30 | 2,950 | | do. | do. Appetitmangel 
inte 
n | Diarrhoe, Mattigkeit, 
. 1 | 2150! MF | 0,05 mg | 2 1- Tag 0,5mg | am 6. Tag | "arrnocMat 6. Tag 
Ber jam 3.u.5. Tag je] mg} geschlachtet pom 
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TaBLeE II. 
(Fortsetzung) 
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& >| gewicht Leibessub-| gegen (pro kg Kérper- | Sterbens od.| Vergiftungszeichen 
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‘ — | | me 
| am 10. Tag}. 
14 | 2,430 do. geschlachtet| “** oben 
aerate | 15.7 < 
- am 15. Tag) . . 
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ee | ! ee — — — —_ 
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25 2,750 Bakterien-' uber am 3. u. 5. Tag je am 6. Tag | wie oben 
rest 10mg | 4me . geschlachtet 
16 | 2,400 do. | am 10. Tag wie oben 


geschlachtet 


verhalinismassig starke Veranderungen. Diinndarm und Wurmfortsatz 
sind hyperamisch und zuweilen zahllose Blutungsfleckchen iberall zu 
bemerken (Nr. 7), aber bei allen Fallen ist keine Geschwiirbildung zu 
finden. Leber und Milz sind leicht angeschwollen; Mesenterialdriise ist 
auch mehr oder weniger angeschwollen, oft sogar blutend (Nr. 7 und 8). 
Auch bei der Injektion von CF und MF findet man fast gleiche Veranderun- 
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gen mit obigen Fallen; Leber, Milz und Mesenteriallymphdriise sind 
meistens vergréssert und bei einigen Fallen findet man Blutung an Wurm- 
fortsatz (Nr. 27) oder Mesenteriallymphdriise (Nr. 27 u. 29). Bei 
Versuchskaninchen Nr. | (injiziert mit MF) finden sich zahllose milium- 
grosse Nekrosenherdchen an der Oberflache der Leber. | Bei der Injektion 
von sonstigen Bakterienleibssubstanzen kann man fast keine merkwiirdige 
Veranderung bestatigen. 


Bh. Histologische Befunde. . 


1. Befunde an Leber. 
a. Bei entfettetem Bakterienleib (Nr. 7, 8, 9, 20 u. 21). 


Die den Beschreibungen der obenerwahnten Autoren sehr ahnlichen 
Veranderungen werden hierbei gefunden. Die Leberzellen sind im 
allgemeinen aufgequollen, besonders in der Acinusperipherie hochgradig; 
einzelne Leberzellen werden zuweilen nekrotisch und deren Kerne sind 
zerstért oder verschwunden (Nr. 7). Bei einigen Fallen findet man aus- 
serdem sog. dunkle Leberzellen nach Clara*?) (Nr. 20 und 21). Die 
Kupffer schen Sternzellen sind bei samtlichen Fallen vergréssert und 
gewuchert, zuweilen in die Sinuen ausgewandert. Zirkumskripte Nekro- 
senherde treten bei drei von fiinf Fallen auf und liegen zumeist direkt 
unten der Kapsel. Um diese Nekrosenherde sammeln sich die Epitheloid- 
zellen und kleine Rundzellen, welche sogar in die Herde eindringen; so 
findet man hier sog. toxische Pseudotuberkeln. Die Nekrosenherde in 
Acini liegen meistens zentral, aber verbreiten sich oft diffus (Nr. 9). 

Die Glissonsche Scheide ist von Rundzellen stark infiltriert, insbe- 
sondere bedeutend perivaskular und sog. typhése Lymphome finden sich 
reichlich vor. 

Hyperamie ist bei allen Fallen auffallend; die Zentralvenen und die 
Sinuen sind erweitert, folglich die Leberzellstrange gedriickt und teilweise 
verschmalert. In den Sinuen finden sich zahlreiche Erythrozyten, Lym- 
phozyten, Leukozyten und auch Histiozyten. Bei den nach der Injektion 
noch kurz vergangenen Fallen kommen die Leukozyten reichlicher als 
die Histiozyten vor, wahrend bei den schon langere Zeit verlaufenen 
Fallen dagegen die Histiozyten viel reichlicher auftreten. Ausserdem, 
wenn auch nicht so haufig, sind die Riesenzellen nachweisbar (Nr. 9 u. 


* 21); bisweilen findet man auch teilweise zirkumskripte Sinuserweiterung, 


worin mehrere Histiozyten, Leukozyten resp. Lymphozyten sich sammeln 
(Nr. 21). Beiden Fallen mit hochgradiger Hyperamie findet man zuweilen 
intraacindse Blutungen (Nr. 7 u. 8). Die Leberzellen der in Nekrose 
geratenen Stelle enthalten oft feine Fettkérnchen (Nr. 7 u. 9). 


b. Bei PF (Nr. 4, 5, 6, 18 u. 19). 
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Die Leberzellen weisen fast keine nennenswerten Veranderungen auf, 
ausgenommen, dass die dunklen Leberzellen selten in der Peripherie des 
Acinus vorkommen (Nr. 19). Die Kupfferschen Sternzellen sind im 
grossen und ganzen angeschwollen, je langer die Versuchszeit desto starker. 
Bei allen Fallen ist keine Nekrose nachweisbar. In den Glisson schen 
Scheiden, besonders perivaskular, findet sich die Infiltration der kleinen 
Rundzellen massig deutlich und sie zeigt zuweilen die Lymphombildung. 
Die Hyperamie ist massig stark; die Zentralvenen und Sinuen sind er- 
weitert, und in die letzteren treten reichliche Histiozyten, Leukozyten 
und zuweilen sogar sparliche Riesenzellen auf (Nr. 5). Bei einigen Fallen 
sind sparliche fettkérnchenhaltige Leberzellen zerstreut (Nr. 5). 


c. Bei CF (Nr. 10, 11, 12, 29 u. 30). 

Bei der Injektion von CF sieht man die mit bei entfettetem Bakterien- 
leib sehr 4hnlichen Veranderungen. Die Leberzellen der Acinusperipherie 
sind angeschwollen (Nr. 10u.11). Die Leberzellen zeigen im allgemeinen 
Degeneration verschiedenen Grades und zuweilen Kernschwund oder 
-zerfall. Ausserdem findet man reichliche Leberzellen, deren Kerne wegen 
Vakuolenbildung im Protoplasma nach seitlich abgedriickt sind (Nr. 11 u. 
12). In zwei von fiinf Kallen bemerkt man zirkumskripte Nekrosenherde, 
worin zahlreiche Leukozyten und relativ sparliche Histiozyten sich 
sammeln. Die Kupffer schen Sternzellen sind im grossen und ganzen 
leicht gewuchert. Die Glisson schen Scheiden sind von kleinen Rundzel- 


len so stark infiltriert, dass sie Lymphome bilden. Die Bindegewebe sind ° 


mehr oder weniger gewuchert (Nr. 11). Hyperamie ist nicht so auffallend, 
aber in die Sinuen wandern doch reichliche Lymphozyten und Leukozyten 
aus (Nr. 10, 11 u. 29). In einigen Fallen, wenn auch sparlich, finden sich 
Riesenzellen (Nr. 10u.11). In Acini zeigen sich teilweise kleine Gruppen 
von kleinen Rundzellen. Keine fettigen Substanzen finden sich in den 
Leberzellen. 


d. Bei MF (Nr. 1, 2, 3, 16, 17 u. 27). 

Bei der Injektion von MF konstatiert man die mit bei entfettetem 
Bakterienleib und CF fast gleichen Veranderungen. Die Leberzellen in 
der Acinusperipherie sind aufgequollen und die in den Zentren zeigen sogar 
leichte Dyslokation. Die dunklen Leberzellen finden sich in einigen Fallen 
(Nr. 16,17 u. 27). Indendrei (Nr. 1, 3 u. 16) von sechs Fallen bemerkt 
man die zirkumskripten Nekrosenherde; insbesondere bei dem Versuchs- 
kaninchen Nr. | finden sich zahllose typische toxische Pseudotuberkeln, 
in deren Umgebung die Riesenzellen zuweilen nachweisbar sind. Die 
K upfferschen Sternzellen sind im allgemeinen gewuchert und vergréssert. 
Die Glisson schen Scheiden sind von kleinen Rundzellen infiltriert und, 
wenn auch leichtgradig, kommt die Bindegewebswucherung auch zuweilen 
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vor. Im allgemeinen zeigt sich die Hyperamie; die Zentralvenen sind 
erweitert und vollgefiillt; in die Acini treten Leukozyten, Lymphozyten 
und Histiozyten etwas reichlich auf (Nr. 1 u. 2). In den Leberzellen ist 
die Fettablagerung oft zu finden (Nr. 3). 


e. Bei PSF (Nr. 13, 14 u. 15). 


Die Leberzellen weisen fast keine Veranderung auf, aber sie haben 
doch zuweilen Vakuolen im Protoplasma, weshalb die Kerne nach seitlich 
abgedriickt und halbmondférmig umgeformt sind (Nr. 13 u. 14). Kein 
Nekrosenherd ist nachweisbar und die Kupfferschen Sternzellen zeigen 
keine Veranderung. Die Glisson schen Scheiden sind bei einem Fall 
leicht von Rundzellen infiltriert, aber im allgemeinen zeigt sich keine 
Veranderung. Man findet weder Hyperamie noch Fettablagerung. 


f. Bei MPF (Nr. 22, 23 u. 24). 

Im allgemeinen tritt keine nennenswerte Veranderung auf, ausgenom- 
men, dass in einem Fall (Nr. 24) sparliche dunkle Leberzellen vorhanden 
sind. 

g. Bei Bakterienrest (Nr. 25 u. 26). 

Bei einem Fall (Nr. 26) kommt die Rundzelleninfiltration im Inter- 


stitium vor und die Sternzellen sind im allgemeinen gewuchert; sonst 
bemerkt man keine auffallende Veranderung. 
2. Befunde an Milz. 

a. Bei entfettetem Bakterienleib (Nr. 7, 8, 9, 20 u. 21). 

Die Follikel sind im grossén und ganzen hyperplasiert und verbreitert, 
folglich wird die Grenze undeutlich, bis auf Versuchskaninchen Nr. 8, 
wobei sie dagegen atrophieren. Die Keimzentren treten bisweilen auf 
(Nr. 9 u. 20). Hyperamie, obgleich nur leichtgradig, ist vorhanden, die 
Retikulumzellen sind zumeist angeschwollen. 

Die Milzpulpa ist bei allen Fallen so stark hyperamisch, dass es bei 
einigen Fallen ein Blutungsbild zeigt (Nr. 7 u. 8). Die Sinuen sind erweitert 
und mit Blut vollgefillt. Die Retikulumzellen der Pulpa sind betrachtlich 
vermehrt und vergréssert (Nr. 20 u.21). Die Vermehrung der Retikulum- 
zellen ist vor allem in der Follikelumgebung deutlich und die Sinusendothel- 
zellen sich auch angeschwollen. Zahlreiche Histiozyten und Lymphozyten 
infiltrieren in die Pulpa und Leukozyten sind auch massig vermehrt. 


b. Bei PF (Nr. 4, 5, 6, 18 u. 19). 

Die Follikel sind im allgemeinen vergréssert, die Keimzentren kommen 
zuweilen vor, die Retikulumzellen weisen fast keine Veranderungen auf 
und die Hyperamie ist auch schwer nachweisbar. 

In der Milzpulpa findet man mittelmassige Hyperamie und Vermehr- 
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ung der Retikulumzellen. Die Sinusendothelzellen sind auch vermehrt 
und angeschwollen, reichliche Histiozyten treten in den Sinuen auf. 

Die oben beschriebenen Veranderungen sind im allgemeinen viel 
leichter als bei entfettetem Bakterienleib. 


c. Bei CF (Nr. 10, 11, 12, 29 u. 20). 

Die Follikel meistens vergréssert, ihre Grenze undeutlich und die 
Keimzentren kommen deutlich vor. Die Retikulumzellen in den Follikeln 
im allgemeinen vergréssert und gewuchert, aber Hyperamice ist leicht. 

In der Milzpulpa sind die Retikulumzellen auffallig gewuchert, und 
die Wucherung ist je mehr auffalend, desto langere Zeit nach der In- 
jektion verlaufen ist. Die Pulpa ist stark hyperamisch, die Sinuen sind 
erweitert und deren Endcthelzellen angeschwollen. In die Sinuen wandern 
reichliche Histiozyten aus und zeigen lebhafte Phagozytose. Zuweilen 
findet man in der Pulpa auffallende Leukozyteninfiltration (Nr. 12 u. 28) 
und Auftreten der massigen Riesenzellen (Nr. 11). 

Die oben besprochenen Veranderungen ahneln sehr denen bei ent- 
fettetem Bakterienleib. 


d. Bei MF (Nr. 1, 2, 3, 16, 17 u. 27). 

Die Follikel sind vergréssert, die Keimzentren treten auf, die Re- 
tikulumzellen sind etwas vergréssert und doch kemmt keine Hyperamie 
vor. 

Die Milzpulpa ist bedeutend hyperamisch, die Sinusendothelzellen 
sind angeschwollen, in die Markstrange und Sinuen infiltrieren reichliche 
Histiozyten, und Leukozyten und Lymphozyten sind verhaltnismassig 
reichlich zu finden. Die Histiozyten zeigen lebhafte Phagozytose. Die 
Retikulumzellen der Pulpa sind gewuchert und zuweilen treten Riesenzel- 
len auf (Nr. 1, 2 u. 27). 


e. Bei PSF (Nr. 13, 14 u. 15). 

In den Follikeln, wenn auch nicht so haufig, treten die Keimzentren 
auf (Nr. 13). Die Milzpulpa zeigen keine merkwiirdigen Veranderungen, 
abgesehen von leichter Vermehrung der Histiozyten. 

f. Bei MPF (Nr. 22, 23 u. 24). 

In den Follikeln und der Pulpa finden sich keine bemerkenswerten 
Veranderungen. 

g. Bei Bakterienrest (Nr. 25 u. 26). 

Es entsteht keine Veranderung in den Follikeln. In der Milzpulpa 
findet man leichte Hyperamie und Vermehrung der Histiozyten, die 
Retikulumzellen in der Umgebung der Follikel zeigen mehr oder weniger 
Vermehrung. 
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3. Befunde an Mesenteriallymphdriise. 
a. Bei entfettetem Bakterienleib (Nr. 7, 8, 9, 20 u. 21). 


Die Follikel sind im allgemeinen vergréssert und hyperplasiert, deren 
Keimzentren treten bisweilen auf. Haufig verschmelzen die Follikel 
miteinander und ihre Grenzen werden daher undeutlich. Leichte Hy- 
peramie und die Vergrésserung der Retikulumzellen sind auch vorhanden. 

Die Marksubstanz ist hochgradig hyperamisch und zeigt oft sogar 
Blutung (Nr. 7, 8 u. 20) oder ausgedehnte Nekrose (Nr. 7 u. 8), in welcher 
Umgebung die Riesenzellen reichlich zu finden sind (Nr. 8). Die Re- 
tikulumzellen sind im allgemeinen gewuchert und vergréssert, die Sinuen 
auffallend erweitert und deren Eadothelzellen stark vergréssert. In den 
Sinuen vermehren sich Histiozyten bedeutend, manche von ihnen phago- 
zytieren die Erythrozyten. Leukozyten und Lymphozyten sind auch stets 


vermehrt. 


b. Bei PF (Nr. 4, 5, 6, 18 u. 19). 

Die Follikel weisen fast keine Veranderung auf. 

Die Marksubstanz ist leicht hyperamisch, die Retikulumzellen sind 
etwas angeschwollen, die Sinuen erweitert und besitzen verhaltnismassig 
reichliche Histiozyten. 


c. Bei CF (Nr. 10, 11, 12, 29 u. 30). 

Die Follikel sind etwas vergréssert und ihre Keimzentren kommen oft 
vor. Bei einem Fall findet man zirkumskripte Nekrose des Follikels 
(Nr. 10). Die Retikulumzellén sind angeschwollen, aber doch ist keine 
Hyperamie nachweisbar. 

In der Marksubstanz finden sich leichte Hyperamie und Retikulum- 
zellenvermehrung. Die Sinuen sind erweitert und deren Endothelzellen 
angeschwollen. Histiozyten und Leukozyten sind im allgemeinen vermehrt. 


d. Bei MF (Nr. 1, 2, 3, 16, 17 u. 27). 

Die Follikel sind vergréssert, ihre Grenzen undeutlich und Keimzent- 
ren treten zuweilen auf (Nr. 27). In einigen Fallen bemerkt man zirkums- 
kripte Nekrose des Follikels (Nr. 3 u. 27), in deren Umgebung mehrkernige 
Riesenzellen zuweilen sich befinden. Die Retikulumzellen sind vergrés- 
sert, keine Hyperamie ist nachweisbar. 

In der Marksubstanaz sind die Retikulumzellen vergréssert und 
vermehrt, die Sinuen stark erweitert und deren Endothelzellen angesch- 
wollen und gewuchert, die Histiozyten auffallend vermehrt und zeigen 
lebhafte Phagozytose, und auch die Léukozyten sind massig vermehrt. 
Die Hyperamie der Marksubstanz ist verhaltnismAssig leicht. 

Die obenerwahnten Befunde ahneln sehr denen bei CF. 
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e. Bei PSF (Nr. 13, 14 u. 15). 


In den Follikeln findet man nichts Besonderes. 

Die Veranderungen der Milzpulpa sind im allgemeinen leichtgradig; 
die Retikulumzellen etwas vermehrt, die Sinuen etwas erweitert. Die 
Sinusendothelzellen sind vergréssert “und angeschwollen, in den Sinuen 
bemerkt man zahlreiche Histiozyten und miassige Leukozyten. Keine 
Hyperamie ist in der Pulpa sichtbar. 


f. Bei MPF (Nr. 22, 23 u. 24). 


Die Follikel weisen keine Veranderung auf. 
Die Veranderungen der Milzpulpa sind auch sehr leicht, nur die 
Histiozyten und Leukozyten zeigen leichte Vermehrung. 


g. Bei Bakterienrest. (Nr. 25 u. 26). 


Die Follikel zeigen keine Veranderung. 

Die Milzpulpa ist leicht hyperamisch, die Retikulumzellen sind etwas 
angeschwollen und in den Sinuen Histiozyten und Leukozyten etwas 
vermehrt. 


IV. Zusammenfassung. 


Die Ergebnisse der histopathologischen Forschungen iiber die Geweb- 
salterationen von Leber, Milz und Mesenteriallymphdriise der Kaninchen, 
die mit Leibessubstanzen der Typhusbazillen in verschiedenen Mengen, 
je nach ihrer Toxizitat, injiziert wurden, sind folgendermassen zusammenge- 
fasst. Die Veranderungen, welche durch entfetteten Bakterienleib her- 
vorgerufen werden, sind fast gleich mit denen, welche von mehreren 
Autoren bei den Versuchen mit abgetéteten Typhusbazillen schon angege- 
ben worden sind. Man findet jedoch einen betrachtlichen Unterschied 
zwischen den Veranderungen, die durch zwei Fraktionen, welche aus 
dem entfetteten Bakterienleib isoliert wurden, d.h. PF und CF hervorgeru- 
fen werden. Bei PF ist, trotz der grossen Gebrauchsmenge, die Geweb- 
salteration leicht und vor allem gar kein Nekrosenherd zu finden. Dagegen 
konstatiert man bei CF, wenn die Gebrauchsmenge auch sehr klein ist, 
den zirkumskripten Nekrosenherd an der Leber und den Mesenteriallymph- 
driisen; die sonstigen Veranderungen sind im allgemeinen auch betracht- 
licher als bei PF. Wenn man die durch drei Fraktionen, welche aus CF 
weiter isoliert wurden, d.h. MF, PSF und MPF erzeugten Veranderungen 
miteinander vergleicht, so sind sie bei MF, sogar durch eine so kleine 
Menge wie 1/10 von entfettetem Bakterienleib und 1/5 von CF, am auffal- 
lendsten. Besonders bei MF ist die Auftrittshaufigkeit der Nekrose héher. 
Aber durch PSF und MPF kann man doch fast keine nennenswerten 
Veranderungen entstehen lassen. Bei der Injektion von Bakterienresten 
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findet man auch keine betrachtlichen Veranderungen. 

Uberblickt man di® oben besprochenen Ergebnisse, so sind solche 
Leibessubstanzen, welche in den Kérperorganen die auffallenden toxischen 
Veranderungen hervorrufen, die dem Polysaccharidsystem gehérigen d.h. 
CF und MF, und die sonstigen haben fast keine solche Einwirkung. MF 
ist eigentlich aus CF isoliert worden; die pathogenen Wirkungen der CF 
sind also selbstverstandlich MF zuzuschreiben. Prof. Kuroya3}) und 
seine Mitarbeiter berichteten auf Grund der minimalen letalen Dosis 
gegen Mause, dass die giftigste Leibessubstanz der Typhusbazillen die 
MF ist. Der Verfasser glaubt, dass diese Tatsache infolge der vorliegenden 
Versuche auch histopathologisch bewiesen wurde. 


Diese Arbeit wurde unter liebenswiirdige Anleitung von Herrn Prof. M. 
Kuroya durchgefihrt, wofiir ich ihm meinen herzlichsten Dank ausspreche. 

Verfasser ist auch Herrn a.o. Prof. S. Matuoka im pathologischen Insti- 
tut fiir seine freundliche Leitung bei den histologischen Untersuchungen zum 
aufrichtigsten Dank verpflichtet. 
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Der mikroskopische und kulturelle Nachweis 
der Tuberkelbazillen im Blasen- und 
Nierenharn bei Nierentuberkulose. 
Von 
Kannosuke Kon. 
(> Bz bh): 
(Aus der chirurgischen Klinik der Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. M. Muto.) 
(Received for publication, March 1, 1945) 

Zur Feststellung der Tuberkelbazillen im Harn ist das kulturelle 
Verfahren aus verschiedenen Griinden noch nicht in allgemeinen Gebrauch 
gekommen, wahrend der mikroskopische Nachweis dieser Krankheitserre- 
ger im Ausstrich des Harnsediments schon von manchen Praktikern ausge- 
fihrt worden ist. Da ich die beiden genannten Verfahren an ein und 
demselben Sediment des Blasen- und des durch Ureterenkatheterismus 
getrennt aufgefangenen Nierenharns bei 114 Fallen von Neierentuberkulose 
durchgefiihrt habe und glaube, einige klinisch bemerkenswerte Resultate 
erhalten zu haben, will ich im folgenden kurz dariiber berichten. 

Zur Mikroskopierung wurden aus dem Harnsediment nach einem 
von mir modifizierten Verfahren!) gefarbte Strichpraparate—F arbung 
mit Ziehl’scher Karbolfuchsinlésung, Entfarbung mit 3%iger HCl- 
Alkohollésung, ohne Nachfarben—hergestellt. Zur Kultivierung der 
Tuberkelbazillen benutzte ich Oka-Katakura’sche Nahrbéden?) und 
zwar 3-4 mal fiir jeden Versuch, nachdem ich das Restsediment mit 
Schwefelsaure-Isravinlésung vorbehandelt und nochmals stark zentrifugiert 
hatte. 


I. Untersuchungsergebnisse bei Blasenharn. 


Bei fast allen 114 Fallen wurde starke Pyurie d.h. Auftreten zahlreicher 
bzw. zahlloser Eiterkérperchen im Blasenharn beobachtet. Ausnahams- 
weise war sie nur bei einigen Fallen ausserst schwach, von denen bei der 
Operation 3 Faille als geschlossene tuberkulése Pyonephrose und die 
anderen 3 als allerfriihestes Stadium von Nierentuberkulose erkannt wurden. 

Die Tuberkelbazillen konnten, wie Tabelle I zeigt, mikroskopisch 
bei 98 Fallen (86%) und zwar bei 68 massig oder zahlreich, bei 30 sparlich, 
und kulturell bei 107 (94°) und zwar bei 77 sehr reichlich und bei 30 
massig oder sparlich nachgewiesen werden. Die Feststellungshaufigkeit 
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TABELLE I. 


Die Ergebnisse der mikroskopischen und kulturellen 
Untersuchung des Blasenharns. 


Bemg. Die Tuberkelbazillen wurden mikroskopisch zahlreich in jedem Gesichtsfeld 
(Ht), vereinzelt aber in Haufchen und Griippchen, bald stellenweise massig reichlich (++), 
vereinzelt in geringer Zahl aber ohne Mihe (+), oder nur 2 bis einige Stabchen in ganzen 
Gesichtsfeld eines Praparates mit Geduld (+) festgestellt. Die Zahl der Kolonien bei Kulti- 
vierung bedeutet die durchschnittliche Werte. 
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—._ ee : Zahl d. Falle bei Farbung 
Kolenenaht + | ++ + | + | ae | total 
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3 ca. 10-50 } 1 2 6 | 7 4 | 20 | 107 
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5 1-5 | x 2 2 5 10 
= | _ | 7 | 7 
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3 29 | 39 Is | 15 
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NS 98 16 114 











war selbstverstandlich grésser beim kulturellen Verfahren als bei der 
mikroskopischen Untersuchung. Im Vergleich der gefarbten Bazillen- 
mit der kultivierten Kolonienzahl aus demselben Harn war sie im allgemei- 
nen zahlreicher bei der Kultivierung als bei der Mikroskopierung, wabrend 
die Kolonienzahl dabei im grossen und ganzen mit der mikroskopisch 
nachgewiesenen Bazillenzahl parallel ging. So ist die Kultur als Auffind- 
ungsverfahren der Tuberkelbazillen sicherer als die mikroskopische Unter- 
suchung, obwohl man ungefahr 3 bis 4 Wochen warten muss, bis die 
Ergebnisse erkennbar sind. Eine wichtige Ursache fiir die gréssere 
Zuverlassigkeit der Nachweises durch Kultur liegt nach meiner Erfahrung 
darin, dass bei der Kultivierung unvergleichlich gréssere Mengen Harnsedi- 
ment—mehr als das einige Hundertfache—als bei der mikroskopischen 
Untersuchung untersucht werden kénnen. 

Nach Wildbolz (1927)? gelang es friither, nur bei 20% bis 50% 
der Kranken mit Nieren- resp. Blasentuberkulose die Bazillen mikros- 
kopisch nachzuweisen; die Zah] der positiven Bazillenbefunde wuchs aber 
bei wachsender Sorgfalt und besserer Untersuchungstechnik in dieser Zeit 
schon so hoch, dass die meisten derzeitigen Autoren positive Befunde bei 
80 bis 90% aller an Harntuberkulose Erkrankten mitteilten. Nach den 
letzten Angaben einiger Autoren*-”) unseres Landes betrug die mikros- 
kopische Feststellungshaufigkeit der Tuberkelbazillen im Blasenharn 42 
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bis 70% aller an Nierentuberkulose Erkrankten. Kitagawa u.a.® Aus- 
serten sich, dass sie 49% positive Resultate in den anfanglichen 2 Jahren 
und dann 90% in den folgenden 3 Jahren ihrer Untersuchungen erzielten. 
Aus unserer Klinik berichtete Koizumi® von 65% positiven Bazillen- 
befunden bei 638 Fallen von Nephrektomie wegen Nierentuberkulose, 
die im Zeitlauf von 23 Jahren von mehreren Untersuchern gepriift wurden. 
Jetzt beschaftigte ich mich allein mit diesen Untersuchungen und konnte 
farberisch 86% positive Resultate erzielen. Bessere Technik und Geduld 
bei der mikroskopischen Untersuchung der gefarbten Strichpraparate ist 
fiir die Steigerung der Auffindungshaufigkeit verantwortlich zu machen. 

Nun entsteht die Frage, ob man mikroskopisch 100% positive Re- 
sultate bei allen an Neirentuberkulose Erkrankten erhalten kann. Es 
war nicht méglich, mikroskopisch Tuberkelbazillen bei 16 Fallen (14%) 
und zwar bei 9 Fallen tuberkuléser Pyonephrose, einer Kittniere, 4 Fallen 
kasigkavernéser Form und bei 2 Nichtoperierten festzustellen. Unter 
diesen 16 Fallen konnten bei 7 Fallen tuberkuléser Pyonephrose auch 
kulturell keine Kolonien beobachtet werden, wahrend sie bei den iibrigen 
9 Fallen nur in geringer Zahl auftraten. Beiden ebengenannten 7 Fallen, 
bei denen die Bazillen weder mikroskopisch noch kulturell feststellbar 
waren, fand ich auch nur sparliche oder keine Kolonien bie Kultivierung 
aus den direkt nach der Nephrektomie durch Punktion entnommenen 
Nierenbeckeninhalten (naheres dariiber spater! Siehe Tabelle III). 
So bemerkte ich, dass sich bei Nierentuberkulose Fille fanden, deren 
Harn wirklich so sparlich Tuberkelbazillen enthielt, dass sie kulturell nur 
sparlich, aber mikroskopisch gar nicht oder sogar durch beide Verfahren 
nicht nachweisbar waren. _ ° 

Nach Wildbolz kann der Harn trotz Vorbandenseins einer Nieren- 
tuberkulose véllig frei von Bazillen sein, wenn die einzeln erkrankte Niere 


.von der noch gesunden Blase durch Verschluss des Ureters abgetrennt ist. 


Ishikawa” aus unserer Klinik wies darauf hin, dass der Prozentsatz der 
positiven Bazillenbefunde mit der Zerstérung der Nierenparenchyms 
abnimmt. Nun fand ich, dass die Bazillenausscheidung nicht nur bei 
geschlossener sondern auch bei offener Pyonephrose zuweilen sehr sparlich 
sein kann. 


II. Untersuchungsergebnisse bei durch 
Ureterenkatheterismus getrennt 
aufgefangenen Harnen. 


Der Nierenharn konnte aus der erkrankten Seite bei 51 Fallen durch 
Ureterenkatheterismus aufgefangen werden. Zur Kontrolle fiihrte ich die 
gleiche Untersuchungen an den Neirenbeckeninhalten 72 exstirpierter 
Nieren durch. Die Ergenbisse dieser beiden Untersuch ungsmethoden sind 
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in Tabelle II zusammengestellt. N 
N 
TABELLE II. T 
Die Untersuchungsergebnisse bei den getrennt aufgefangenen Nierenharnen (: 
und den Nierenbeckeninhalten der exstirpierten Nieren. si 
es ? ge 
~~ See Zahl der Fiille bei Farbung fa 
a di 
Kolonienzahl 4 4 + _ re | asad Je 
unzahlbar 22 10 | 32 
= satan a 
Ze ca. 10-50 1 2 3 3 9 48 be 
rh 1-5 4 1 — 2 7 el 
2a i-— ee — ane se 
is s = ee s ‘ 
. oid 3 — 
oS »| 22 15 3 3 de 
< total 
N 43 8 51 S 
- - - lic 
5 unzahlbar 36 17 5 ] 59 fes 
23 ca. 10-50 1 4 3 8 70 
ee EPrES 's ; 
35 1-5 3 3 . 
is . — 2 2 
si 36 17 6 5 be 
ze total Zz 
N . . . on er 
4 unzahlbar ] 2 3 ha 
Zn ca. 10-50 2 2 5 9 33 
me el 
53 1-5 I | 1 1 3 | 15 21 ge 
oo —_—__—_— a 
Zs ne | } 1 | 51 52 vo 
se ieee : er ge 
: i ak Ge ~ 
= total , 3 
N 14 | 71 85 Ni 
. . . de 
Bei allen 51 mittels Ureterenkatheter untersuchten Fallen fand ich Ur 
in den Harnsedimenten der erkrankten Nierenseite stets massig zahlreiche Fa 
oder zahllose Eiterkérperchen. Die Tuberkelbazillen konnten darin Ni 
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Nierenharne durch Ureterenkatheterismus bilateralis bei 66 von 100 
Nierentuberkulose-Fallen auffangen und mikroskopisch und kulturell die 
Tuberkelbazillen in dem Nierenharn der erkrankten Seite bei 38 Fallen 
(58%) feststellen konnte. Es war eine schwierige und mahsame Arbeit, 
sie in den getrennten Nierenharnen festzustellen, weil es schwierig ist, 
geniigend grosse Mengen Nierenharn durch Ureterenkatheterismus aufzu- 
fangen. Nicht so haufig war es friiher auch bei unserer Klinik méglich, 
die Bazillen in den getrennten Nierenharnen mikroskopisth nachzuweisen. 
Jetzt ist es mir gelungen, mikroskopisch 84% und kulturell 94% positive 
Bazillenbefunde aus den getrennten Nierenharnen der erkrankten Seite, 
also positive Resultate fast so haufig wie aus Blasenharnen und Nieren- 
beckeninhalten exstirpierter tuberkuléser Nieren zu erhalten. Dies ist 
einerseits darauf zuriickzufiihren, dass neuerdings das farberische, anderer- 
seits aber auch das kulturelle Verfahren sehr verbessert worden ist. 

Die Kolonienzahl entsprach bei allen Fallen im grossen und ganzen 
der mikroskopisch gefundenen Bazillenzahl; d.h. sie waren reichlich 
entwickelt bei denjenigen Harnportionen, bei denen mikroskopisch reich- 
lich Bazillen gefunden wurden und sparlich bei den mit sparlich im Strich 
feststellbaren Bazillen. 

Die Ergebnisse aus Nierenharnen stimmte bei allen Fallen meisten- 
teils mit den Befunden der Nierenbeckeninhalte der betreffenden exstir- 
pierten Nieren iiberein. Bemerkenswert war es hier auch, dass bei einigen 
Fallen von Pyonephrose die Bazillen in den Nierenharnen und Nieren- 
beckeninhalten mikroskopisch und kulturell kaum oder nur in geringer 
Zahl festgestellt werden konnten. Diese Ergebnisse der Nierenharne der 
erkrankten Seite stimmten ausserdem grésstenteils auch mit den Blasen- 
harnbefunden fast iiberein. 

Es ist immer leicht eine erkrankte Seite bei Nierentuberkulose festzustel- 
len, aber immer schwierig festzustellen, ob die anderseitige Niere wirklich 
gesund ist. Zu diesem Zwecke dient der Ureterenkatheterismus, und ist 
vor allem Untersuchung auf Eiterkérperchen und Bazillen bei den dadurch 
getrennt aufgefangenen Nierenharnen sehr wichtig. Unter meinen 114 
an Nierentuberkulose Erkrankten wurde der scheinbar gesundseitige 
Nierenharn bei 85 Fallen untersucht. Unter den iibrigen 29 Fallen gelang 
der Ureterenkatheterismus bei 10 Fallen nicht, weil die Blase oder die 
Uretermiindung stark verandert war, und wurde bei den sonstigen 19 
Fallen nicht ausgefiihrt, da deutliche Anzeichen einer beiderseitigen 
Nierenerkrankung oder einer extrarenalen schweren Komplikation schon 
sonst deutlich erkennbar waren. 

Wie Tabelle III zeigt, war der Nierenharn vdllig frei von Eiterkérper- 
chen bei 26 gesundseitigen Portionen (31%) von insgesammt 85 Fallen 
und zeigte bei den anderen 26 Fallen*Leukozyten bzw. Eiterkérperchen 
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bald ganz sparlich, bald vereinzelt zusammen mit zahllosen Erythrozyten, 
was nicht als pathologisch, sondern als normale den Erythrozyten ent- 
sprechende Leukozytenzahl aufgefasst wurde. Bei den anderen 19 Fallen 
wurden Eiterkdrperchen sparlich und bei den iibrigen 14 massig bis zahllos 
gefunden. Die Harnsedimente der letzten 14 Falle (16%) wurdenohne 
weiteres als pathologisch angesehen und diese Fille deshalb als beider- 
seitige Nierentuberkulose festgestellt. Es war fraglich bei meinen 19 
Fallen mit sparlichen Eiterkérperchen und bei 26 mit ganzsp4rlichen 
Leukozyten bzw. Eiterkérperchen in den scheinbar gesundseitigen Nieren- 
harnen, also im ganzen bei 45 Fallen (53%), ob deise Seite wirklich gesund 
sei. Wichtig ist dabei die Untersuchung auf Tuberkelbazillen in diesen 
Harnen. Wie Tabelle III zeigt, konnten bei 10 Fallen von 19 mit sparli- 
chen Eiterkérperchen und bei 20 unter 26 mit ganz sparlichen Leukozyten 
bzw. Eiterkérperchen Tuberkelbazillen weder mikroskopisch noch 
kulturell nachgewiesen werden. 


TABELLE III. 
Die Beziehung der Tuberkelbazillen zu Eiterkérperchen an sog. 
gesundseitigen Nierenharnen. 
Bemg. Als ich eine bis einige Eiterk6rperchen oder Leukozyten in einem jeden Gesichts- 
feld sah, bezeichenete ich es ,, sparlich,‘‘ und als ich einige in mehreren Gesichtsfeld sah, 


























bezeichnete ich ,,ganz sparlich.“ 
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7 zahlreich | sparlich sparlich negativ total 
Bazillen a 
Na | 

positiv 13 | 9 6 | 6 34 
negativ | 0 | 2 | 2% 51 
total 4 | 9 | 2% | 26 85 





Beziiglich der mikroskopisch sowie kulturell festgestellten Bazillen- 
gehalte in diesseitigen Nierenharnen vergleiche man Tabelle II! Sie 
waren bei beiden Verfahren meist nur gering, obwohl mikroskopisch 
bei 14 (16%) und kulturell bei 33 (39%) Faller Bazillen festgestellt 
wurden. Vor allem betrug die Kolonienanzahl bei 21 Fallen von 33 
mit kulturell positiven Bazillenbefunden weniger als 5, meistens nur | 
bis 2. 

Wie soll ich solche Falle mit sparlichen Eiterkérperchen oder mit 
sparlichen Tuberkelbazillen in den anderseitigen Nierenharnen bei 
scheinbar einseitiger Nierentuberkulose deuten? Nach Wildbolz 
kénnen sparliche Eiterkérperchen bzw. Leukozyten bald durch 
Ureterenkatheterismus aus der Blase in den Ureter eingeschleppt werden, 
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bald aus der gesunden aber durch den Katheter momentan mechanisch 
gereizten Schleimhaut durchwandern und dem Ureterharn beigemischt 
ausgeschieden werden, obwohl die Leukozyten beim letzteren Fall 
immer vereinzelt, nie in Griippchen zusammengeballt erscheinen. 

Wenn die sparlichen Eiterkérperchen bei echter einseitiger Nieren- 
tuberkulose durch Ureterenkatheterismus aus der Blase in den anderseiti- 
gen Nierenharn einschleppt wiirden, wiirden auch die Tuberkelbazillen 
dabei mitgefiihrt und kamen dabei in dem eigentlich gesunden Nieren- 
harn mit zum Vorschein. Die Einschleppung der Bazillen aus der Blase 
wurde bei unseren FAllen nicht immer negiert, weil der Ureterenkathete- 
rismus bei uns ohne ,, immer fliessende Vorrichtung “ ausgefiihrt wurde. 
Weil ich zahlreiche Kolonien nur bei 3 Fallen unter 33 sog. gesundseiti- 
gen Nierenharnen mit kulturell positiven Befunden und nur sparliche, 
weniger als 5 Kolonien in der Mehrzahl der iibrign FaAlle feststellen 
konnte, wahrend zahlreiche oder zahllose Kolonien in der Mehrzahl der 
krankseitigen Nierenharne gesehen wurden, und ausserdem die Bazillen- 
kulturen bei 6 Nierenharnen ohne Eiterkérperchen positiv ausfiel, konnte 
ich die nicht seltene Einschleppung der Bazillen:aus der Blase in die 
Nierenharne nicht ausschliessen. Zur Lésung dieser Frage ist es jedoch 
nétig, bei allen Fallen die klinischen Befunde und die Ergebnisse der 
verschiedenen urologischen Untersuchungen zu beriicksichtigen. Aus- 
serdem kommt hier Bazillurie’!) in Frage, besonders beim Vorkommen 
der Tuberkelbazillen in Nierenharnen ohne~ Eiterkérperchen. Bei 
dieser Frage darf man also nur vorsichtig Schliisse ziehen. 

Unter meinen 85 Fallen fand ich nur 20 (24%) ,bei denen ich weder 
Eiterkérperchen noch Bazillen in Nierenharn einer Seite finden konnte, 
so dass Einseitigkeit der Erkrankung bei diesen sicher war (siehe Tabelle 
III). Bei anderen 20 Fallen, bei denen sehr sparliche Leukozyten bzw. 
Eiterkérperchen aber keine Bazillen feststellbar waren, war einseitige 
Nierentuberkulose héchstwahrscheinlich. Schliesslich war die Diagnose 
der Einseitigkeit fraglich bei den tibrigen 12 Fallen (14%), bei denen 
Eiterkérperchen sehr sparlich oder nie und die Bazillen sparlich in den 
anderseitigen Nierenharnen nachgewiesen werden konnten, und sonst 
keine nennenswerte Veranderungen und Stérungen durch die sonstigen 
urologischen Untersuchungen festgestellt wurden. Beiderseitige Tuber- 
kulose war bei 19 Fallen (22%) mit sparlichen Eiterkérperchen und 
mit oder ohne positive Bazillenbefund wahrscheinlich und bei den 
iibrigen 14 Fallen (siehe Tabelle III) sicher. 

Sehr bemerkenswert war es, dass ich bei Nierentuberkulose ver- 
haltnismassig wenig Fille sah, bei denen eine einseitige Erkrankung 
sicher festgestellt werden konnte. Bei den meisten Fallen einseitiger 
Nierentuberkulose musste ich mich damit begniigen, dass die andere 
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Seite relativ gesund sein sollte. Bei den oben zitierten 66 Fallen von 
Watanabe wurden Tuberkelbazillen in anderseitigen Nierenharnen ein- 
seitiger Nierentuberkulose mikroskopisch oder kulturell nur bei 2 Fallen 
festgestellt. Bei allen 49 Akita!) ’schen Fallen waren sie mikroskopisch 
in dn sog. gesundseitigen Nierenharnen nie festgestellt, wahrend ganz 
sparliche Eiterkérperchen darin bei 34 Fallen gesehen wurden. Doch 
vermute ich, dass die Feststellungshaufigkeit der Tuberkelbazillen in 
den getrennten Nierenharnen der anderen Seite von sog. einseitiger 
Nierentuberkulose durch Verbesserung der Farbungsmethode und des 
kulturellen Verfahrens noch zunehmen wird. Dann wiirde die echt 
einseitige Nierentuberkulose viel geringer sein als man bisher gedacht 


hat. 


Schluss. 


1) Tuberkelbazillen wurden im Blasenharn mikroskopisch bei 98 
Fallen (86%) und kulturell bei 107 (94%) von allen von mir untersuch- 
ten 114 Nierentuberkulose-Fillen festgestellt. Bemerkt werden muss, 
dass die Tuberkelbazillen bei tuberkuléser Pyonephrose so sparlich 
ausgeschieden werden konnten, dass sie mikroskopisch sowie kulturell 
schwer oder kaum nachweisbar waren, was anderseits aus meinen Unter- 
suchungsergebnissen von Nierenbeckeninhalten exstirpierter Nieren be- 
statigt wurde. 

2) Mit der jetzigen verbesserten Technik der Bazillenfarbung und 
-kultur wurden die Tuberkelbazillen in den getrennten Nierenharnen 
der erkrankten Seite so haufig wie in den Blasenharnen und in den ander- 
seitigen Nierenharnen nicht selten, jedoch nur in geringer Zahl, fest- 
gestellt. So bemerkte ich, dass es bei Nierentuberkulose zuweilen 
schwierig war, genau festzustellen, ob die anderseitige Niere einer sog. 
einseitigen Nierentuberkulose wirklich gesund sei. 


Diese Untersuchungen wurden mit finanzieller Unterstiitzung des Unter- 
richtsministeriums fiir wissenschaftliche Forschung’ ausgefiihrt, wofiir ich 
meinen herzlichsten Dank ausspreche. Prof. M. Muto 
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Pharmakologische Beeinflussung der Ansammlung 
und Resorption des Exsudates bei 
experimenteller Pleuritis. 


I. Mitteilung: Pyrazolonderivate und Calcium. 
Von 
Takanori Kurota. 
(Hm ) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. 
Kato, Tohoku Reichsuniversitat 
zu Sendai.) 


(Received for publication, March 9, 1945) 


Die Pleuritis ist eine der Krankheiten, welche klinisch sehr haufig 
beobachtet werden. Darum liegen iiber sie zahlreiche klinisch-ex- 
perimentelle Angaben vor. Diese sind jedoch meist alt und ausserdem 
verhaltnismassig selten Arbeiten, die vom Standpunkt der modernen 
pathologischen Physiologie aus gemacht wurden. Besonders gering ist 
die Anzahl derer, welche die therapeutische Seite der Ansammlung und 
Resorption des Exsudates behandeln. Unser Kollege Hayasi!? reichte 
Pleuritikern Pyrazolonderivate dar und bestimmte die Anderungen 
des Eiweisses und des kolloid-osmotischen Druckes in Exsudat und Blut. 
Auf Grund seiner Versuchsergebnisse behauptete er, dass die von ihm 
dargereichten Medikamente die Resorption des Exsudates bei Pleuritikern 
begiinstigen. Wenn man aber Versuche bei Menschenpleuritis durchfihrt, 
so ist es manchmal wegen verschiedener Hemmnisse schwierig, vom wirk- 
lichen Anbeginn der Krankheit an Beobachtungen zu machen und Blut 
und Exsudat regel und planmassig zu untersuchen. 

Indem wir daher bei Kaninchen durch Einfiihrung von Ameisen- 
saure in die Pleurahéhle experimentell eine entziindliche Exsudatan- 
sammlung herbeifiihrten, haben wir vorliegende Versuche durchgefiihrt 
um den Einfluss verschiedener Medikamente auf die Ansammlung und 
Resorption des Exsudates zu untersuchen. 

. Obgleich man selbstverstandlich diese Ergebnisse nicht sofort zur 
Therapie der Pleuritis bei Menschen anwenden kann, so kénnen sie 
doch wenigstens bei der Behandlung mitberiicksichtigt werden. Viel- 
leicht kann man sie nicht nur bei Pleuritis, sondern auch bei allerlei 
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anderen serésen Entziindungen des menschlichen Kérpers anwenden. 
Dass die Ansammlung und Resorption des entziindlichen Exsudates nebst 
den Anderungen der Permeabilitat der serésen Membran mit der physi- 
kalischen wasseranziehenden Kraft des Blutes und Exsudates, insbeson- 
dere mit dem kolloid-osmotischen Druck (im folgenden kurz mit k.o.D. 
bezeichnet) der Eiweisskérper in Blut und Exsudat in irgendeiner 
Beziehung stehen, ist schon von einer Reihe von Forschern (Iversen 
u. Nakazawa,” Kylin,” Meyer u. Friedheim,® Iversen u. 
Johansen,» Nishiyama,” Hayasi") angedeutet worden. Darum 
wurden in unseren Versuchen ebenfalls Eiweiss und sein k.o.D. im Ex- 
sudat dem Verlaufe nachfolgend bestimmt und mit den entsprechenden 
Werten des Blutes verglichen, um festzustellen, ob irgendwelche Be- 
zichungen zwischen ihnen bestehen. 


Versuchsmethode. 


Als Versuchstiere dienten gesunde erwachsene Kaninchen von 
ungefahr 2 kg Kérpergewicht. In die Pleurahéhle der einen Seite wurde | 
ccm 5%, iger Ameisensaure eingefiihrt, und der Verlauf vom Beginn 
der durch ihren Reiz verursachten Exsudatansammlung bis zu seiner 
Resorption beobachtet. Der Beginn der Exsudation und ihr Verschwin- 
den wurden mit Hilfe von Réntgenaufnahmen oder Probepunktionen 
festgestellt. Proben von je 1,5 ccm Blut und Exsudat wurden morgens 
vor der Futterverabreichung entnommen. Vor Beginn des eigentlichen 


Versuches wurde eine Blutprobe gemacht, und wenn nach Einfiihrung: 


der Ameisensdure die Exsudation begonnen hatte, wurden taglich oder 
alle zwei Tage fast zur gleichen Zeit Probepunktionen des Exsudates 
und Blutproben durchgefihrt. Der Eiweissgehalt der entnommenen 
Proben wurden mittelst Pulfrich’schen Eintauchrefraktmeters und der 
k.o.D. nach der Methode von Krogh und Nakazawa” bestimmt. 
Die Anwendungsweise der gebrauchten Medikamente ist an den be- 
treffenden Stellen angegeben. 


1. Kontrollbeobachtungen. 


Zur Kontrolle wurde bei 7 Kaninchen ausser Ameisensaure kein 
anderes Mittel verabreicht, die durch sie hervorgerufene Ansammlung 
des Exsudates und seine Resorption beobachtet, und die Eiweisskérper 
und der k.o.D. in Blut und Exsudat dem Verlauf nachfolgend bestimmt. 
Aus den Resultaten ergab sich, dass die Exsudation nach Ablauf von 
16-18 Stunden nach der Ameisensaureeinfihrung beginnt und, wie 
réntgenologisch nachgewiesen werden konnte, nach 4-5 Tagen die 
ganze betreffende Pleurahéhle mit Exsudat angefiillt ist. Danach nimmt 
das Exsudat allmahlich ab, und bei 4 Fallen von 7 Versuchstieren ist es 
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am 12 Tage, bei den 3 tbrigen jeweils am 17, 18 und 19 Tage voll- 
standig verschwunden. Wenn man andererseits die Werte des Eiwesses 
und des k.o.D. in Blut und Exsudat beobachtet, so sieht man, dass, wenn 
auch in der ersten Halfte der Exsudatansammlung ihre Anderungen 
keine bestimmte Richtung zeigen und man folglich nicht von ihrer 
Bedeutung sprechen kann, in der zweiten Halfte, d.h. in der Zeit, in 
der die Resorption des Exsudates beginnt und das Exsudat endlich voll- 
standig verschwindet, bei den 4 Fallen, bei denen es 12 Tage lang vorhan- 
den ist, der Eiweisspiegel und der k.o.D. des Blutes allmahlich sich 
deutlich steigern, wahrend die entsprechenden Werte des Exsudates nach 
und nach sinken. Bei einem Falle, bei dem das Exsudat 17 Tage lang 
vorhanden war, vermehrten sich Bluteiweiss und k.o.D., wahrend der k.o.D. 
des Exsudates sank, ohne dass zugleich der Eiweissgehalt abnahm. Bei 
den 2 Fallen, bei denen das Exsudat am langsten vorhanden war, 
schwankten Ab- und Zunahme und waren derartige Bezichungen nicht 
deutlich erkennbar. Kurz, man kann wohl sagen, dass in den Kontroll- 
bestimmungen, wenn die Exsudatresorption verhaltnismAssig schnell vor 
sich geht, im Resorptionsstadium das Eiweiss und der k.o.D. des Blutes 
zunehmen, wahrend die entsprechenden Werte des Exsudates zum 
Sinken neigen (Fig. 1). Diese Tatsache wurde von Nishiyama® und 
Hayasi" ebenfalls bei Menschenpleuritis beobachtet und auf gleiche 
Weise wie in der Zusammenfassung von Nakazawa* gedeutet. 
Darum sei sie hier nicht beriihrt. 


Fig. 1. Prozentige Veranderungen des Eiwcisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei durch Ameisensdureeinfiihrung hervorgerufener experi- 


menteller Pleuritis. 

















i i A i i. —— | 
0 1 2 4 6 8 10 1 12Tag 
o+——~~ Eiweiss o——_—« Etweiss 
o-—--—« k.o. D. les Blutes oa -—e k.0. D des Exsudates 
o———~« Druck pro o———0 Druck pro& 


A Einfiihrung d Ameisensdure B --Beginn d. Exsudation 








140 T. Kurota 


2. Pyrazolonderivate-Novalgin. 


Nach den Studien einer Reihe von Forschern (Eppinger,® 
Eppinger, Kaunitz u. Popper,’ Winternitz-Kordnyi,' 
Hoff u. Schénbauer,!” Risak, Hitzenberger,’ Weitz- 
mann!) beugt das Pyrazolonderivate-Novalgin infolge seiner gefass- 
dichtenden Wirkung serésen Entziindungen vor und beschleunigt iiberdies 
die Heilung derartiger Vorgange. Unser Kollege Hayasi! hat dies 
bei Menschenpleuritis bestatigt. Wie wirkt es nur auf die durch Ameisen- 
saure bei Kaninchen in der Pleurahéhle hervorgerufene Exsudatansamm- 
lung ? 

Zu diesen Versuchen dienten 4 Kaninchen. Gleichzeitig mit der 
Ameisensaureeinfihrung wurde taglich einmal 1 ccm 5% Novalgin 
(Bayer) intravenés dargereicht. Wenn auch die Exsudation fast ahnlich 
wie in den Kontrollversuchen beginnt, ist die Ansammlung des Exsudates 
geringer und ist das Exsudat nach Ablauf von 4-5 Tagen schon voll- 
standig verschwunden. Eiweiss und k.o.D. des Blutes und Exsudates 
verandern sich bei allen 4 Fallen vollig gleichartig. Infolge der Novalgin- 
Wirkung werden namlich nicht nur Dauer und Grad der Exsudatansamm- 
lung herabgesetzt, sondern im Resorptionsstadium werden auch stets 
Steigerung des Bluteiweisses sowie seines k.o.D. und Herabsetzung des 
Exsudateiweisses sowie seines k.o.D. beobachtet, ebenso wie es bei den 
leichten Fallen der Kontrollversuche der Fall war (Fig. 2). 


Fig. 2. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Novalgins. 
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3. Calcium. 


Uber die Tatsache, dass das Calcium auf Pleuritis und andere 
serése Entziindungen durch Verdichtung der Kapillarwand antiphlogis- 
tisch wirkt, liegen zwar schon seit langem Angaben vieler Autoren 
(Béhm,!o Wright,!? Overton,!® Chiani u. Fréhlich,! Chi- 
ani u. Januschke,® Starkenstein,””) Hamburger,” Mc. 
Cutcheon u. Lucke,® Schlick, Kriech?») vor. Tierisch-ex- 
perimentell ist die Frage aber noch nicht ganz geklart. Darum wurde 
in folgenden Versuchen untersucht, wie Calcium bei der durch Ameisen- 
siure herbeigefiihrten experimentellen Pleuritis die Ansammlung und 
Resorption des Exsudates, sowie das Eiweiss und den k.o.D. in Blut und 
Exsudat beeinflusst. Als Calcium wurden Takamol (3% Calcium Salicy- 
licum), 10% iges CaCl, und 2% iges CaCl, verwendet. Das Takamol 
und das 10% ige CaCl; wurden mit der Einfiihrung von Ameisensaure 
in die Pleurahéhle taglich einmal intravenés dargereicht, das 2% ige 
CaCl, wurde mit Beginn der Exsudation gleichzeitig in die betreffende 
Pleurahéhle eingefiihrt, was taglich bis zum Verschwinden des Exsudates 
wiederholt wurde. Die einmaligen Dosen betrugen 5 ccm bei Takamol, 
2 ccm bei 10% CaCl, und 2 ccm bei 2% CaCh. 


Fig. 3. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Druck 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Takamols. 
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Takamol (intravenése Anwendung): Die Versuche wurden an 





5 Kaninchen durchgefiihrt. Aus den Resultaten ergab sich, dass ohne 
Ausnahme, wenn auch die Exsudation annahernd gleich wie bei den 
Kontrollversuchen beginnt, die Ansammlung des Exsudates geringer ist 
und nach Ablauf von 3-5 Tagen schon mit dem Beginn der Exsudatresorp- 
tion das Eiweiss, insbesondere der k.o.D. im Blut zunimmt, wahrend sie 
sich im Exsudat verringern (Fig.3). 

li) 10° CaCl, (intravenése Anwendung): Aus den Versuchen an 
5 Kaninchen werden im grossen ganzen gleiche Ergebnisse wie in den 
Takamal-Versuchen erzielt (Fig. 4). 

iii) 2% CaCl, (intrapleurale Anwendung): Die 5 Versuchstiere 
zeigen in diesen Versuchen im grossen ganzen gleiche Resultate wie in 
den beiden oben erwahnten Versuchen. 

Aus dem Gesagten geht also hervor, dass die angewendeten Calcium- 
praparate sowohl bei intravendéser, als auch bei intrapleuraler Anwendung 
deutlich die Exsudat-Bildung hemmen und seine Resorption beschleunigen. 


Fig. 4. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolliod-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Calciums (10% 
CaCl). 
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Schluss. 
1, Wenn man normalen Kaninchen 1 ccm 5% iger Ameisensaure 
intrapleural einverleibt, so sammelt sich das Exsudat nach 16-18 Stunden 


in der Pleurahéhle auf der betreffenden Seite an und fiillt sie nach 4-5 
Tagen vdéllig. Danach nimmt das Exsudat spontan ab, und bei den 
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Fallen, bei denen es nach Ablauf von 12-19 Tagen vollstandig verschwun- 
den ist, steigen im Resorptionsstadium, wenn die Resorption verhAltnis- 
massig schnell vollendet, Eiweisspiegel und k.o.D. des Blutes allmahlich, 
wahrend sie im Exsudat nach und nach sinken. 

2. Auf die oben erwahnte experimentelle Pleuritis wirken Novalgin 
und Calcium-praparate deutlich hemmend und fihren im Resorptions- 
stadium stets Steigen des Eiweisspiegels und des k.o.D. im Blut und Sinken 
derselben im Exsydat herbei. 


Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Nakazawa fiir seine freundliche 
Leitung bei dieser Arbéit meinen herzlichen Dank aus. 
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Pharmakologische Beeinflussung der Ansammlung 
und Resorption des Exsudates bei 
experimenteller Pleuritis. 

Ii. Mitteilung: Vitamin C, P und Schilddriisenpriparat. 

Von 


Takanori Kurota. 
(2A B® 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. 
Kato, Tohoku Reichsuniversitat zu 
Sendai.) 

(Received for publication, March 9, 1945) 

Einige Autoren (Hatakeyama,'!) Abe) haben experimentell 
nachgewiesen, dass der Mangel an Vitamin B,; und C die Entstehung der 
Pleuritis erleichtert. Andererseits ist bisher von vielen Autoren (Sed- 
lacek,» Béger u. Martin,#® Hasselbach,® Tislowitz,” Kawa- 
mura,” Nawata,® Szent-Gyérgyi, Rusznyak, Armentano 
u. Bentsath,® Lajos,’ Jersild,” Scarborough, Morii,!» 
Yoshida,™ Noguti,!®» Totsuka u. Shimauti!®) bestatigt worden, 
dass Vitamin C, besonders aber Vitamin P die Resistenz der Kapillarwande 
verstarkt und gefassdichtend wirkt. Darum ist leicht denkbar, dass 
Vitamin C und P die Ansammlung und Resorption des Exsudates bei 
durch Ameisensaure hervorgerufener Pleuritis irgendwie beeinflussen. 

Die Schilddriise scheint ebenfalls mit der Fliissigkeitsresorption in der 
Pleurahéhle in einem bestimmten Zusammenhang zu stehen. Ikura!” 
meinte jedenfalls, dass die Resorption einer in die Pleurahéhle eingefiihrten 
physiologischen Kochsalzlésung durch die Darreichung von Schilddriisen- 
praparaten beférdert wird. Nach Danzer'® wurde bei postpneu- 
monischer Pleuritis nach Darreichung von _ Schilddriisenpraparaten 
eine schnelle Resorption des Exsudates beobachtet. So wurden die vor- 
liegenden Versuche durchgefiihrt, um festzustellen, wie Vitamin C und 
P sowie Schilddriisenpraparate durch Ameisensaure hervorgerufene ex- 
perimentelle Pleuritis beeinflussen. 


Versuchsmethode. 


Die Versuchstiere, die Methode, eine Pleuritis durch Ameisensaureein- 
fihrung hervorzurufen, die Entnahme des Blutes sowie Exsudates und 
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ihre Bestimmungsmethoden sind die gleichen wie die der 1. Mitteilung. 

Als Vitamin C wurde 5% Vitacimin (Takeda) und als Vitamin P 
2,5% Hesperin (Takeda) benutzt. Von dem Tage an, an dem die 
Ameisensaure eingefiihrt wurde, wurden taglich einmal 0.2 ccm 5% 
Vitacimin und 0.5 ccm 2,5% Hesperin pro kg Kérpergewicht intravenés 
verabreicht, was bis zum vollstandigen Verschwinden des Exsudates 
fortgesetzt wurde. Als Schilddriisenpraparat wurde ,, Thyreoid Desi- 
cated “* (Sankyo) verwendet. Von dem Tage der Ameisensdureeinfiihr- 
ung an wurden 0,2 g davon mit Hilfe der Schlundsonde mit einer kleinen 
Menge Wasser in den Magen eingefiihrt, was ebenfalls bis zum vollstandi- 
gen Verschwinden des Exsudates fortgesetzt wurde. Die erzielten Ver- 
suchsresultate wurden mit denen der Kontrollversuche in der 1. Mittei- 
lung verglichen. 


e 1. Vitamin C. 


Aus den Versuchen an 5 Kaninchen ergab sich, dass die Retentions- 
dauer, wenn auch die Exsudation fast gleich wie in den Kontrollversuchen 
beginnt, mit 6-8 Tagen im Vergleich mit derselben in den Kontroll- 
versuchen (12-19 Tage) etwas kiirzer ist. Mit der Annaherung der 
Exsudatresorption werden bei 4 von 5 Fallen deutlich die Steigerung des 


Fig. 1. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Vitacimins. 
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Eiweisspiegels und des kolloid-osmotischen Druckes (im folgenden kurz 
mit k.o.D. bezeichnet) im Blut und die Herabsetzung derselben im Exsudat 
beobachtet. Wie bereits in der vorangehenden Mitteilung erwahnt, ist 
dies eine 4hnliche Neigung, wie sie in den Kontrollversuchen bei den 
Fallen, in denen das Exsudat verhaltnismassig schnell verschwunden ist, 
beobachtet wurde (Fig. 1). 


2. Vitamin P. 


Diese Versuche wurden ebenfalls bei 5 Kaninchen durchgefiihrt. 
Der Einfluss des Vitamin P auf unsere experimentelle Pleuritis ist sehr auf- 
fallend. Wenn auch der Beginn der Exsudation ebenso wie in den vor- 
hergehenden Versuchen nicht sehr verschieden von den Kontrollversuchen 
ist, ist die Ansammlung des Exsudates im allgemeinen doch sehr gering 
und seine Retentionsdauer betragt nur 2-4 Tage. Aus den Bestimmun- 
gen des Eiweisses und des k.o.D ergab sich, dass sie im Resorptionsstadium 
ausnahmslos im Blut zu-, im Exsudat dagegen abnehmen (Fig. 2). 


Fig. 2. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Hesperins. 
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3. Schilddriisenpraparat. 

Zu diesen Versuchen dienten ebenfalls 5 Kaninchen. Die Exsudation 
beginnt wie in den Kontrollversuchen nach Ablauf von 16-18 Stunden 
nach der Ameisensaureeinfiihrung. Danach ist das Exsudat schon nach 
5-6 Tagen vollstandig verschwunden, ohne dass es die ganze Pleurahéhle 
wie in den Kontrollversuchen angefiillt hat. Wenn man das Verhalten 
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des Eiweisses und des k.o.D. in Blut und Exsudat beobachtet, so ist der 
k.o.D. des Blutes mit der Annaherung des Resorptionsstadiums mehr oder 
weniger gesteigert, wahrend der Eiweissgehalt bei allen 5 Fallen ohne 
Ausnahme unverandert bleibt. Der Eiweisspiegel und der k.o.D. des 
Exsudates sind dagegen mit der Annaherung des Resorptionsstadiums 
erniedrigt. Kurz, in diesen Versuchen werden Grad und Dauer der 
Exsudation vermindert. Die Beziehungen zwischen Eiweisspiegel und 
k.o.D. in Blut und Exsudat entsprechen den leichten Fallen der Kontroll- 
versuche (Fig. 3). 
Fig. 3. Pronzentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen 
Drucks des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des 
Schilddriisenpraparates (,, Thyreoid Desicated “‘). 
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Schluss. 


1. Bei der infolge der Ameisensaureeinfiihrung hervorgerufenen 
experimentellen Pleuritis von Kaninchen vermmdern Vitamin C und P 
sowie das Schilddriisenpraparat Ansammlung und Retentionsdauer des 
Exsudates. Im Resorptionsstadium fiihren sie im grossen ganzen eine 
Zunahme des Bluteiweisses und seines k.o.D. und eine Abnahme des 
Exsudateiweisses und seines k.o.D. herbei. Diese Neigung entspricht der 
bei der leichten Form in den Kontrollbestimmungen in der 1. Mitteilung 


beobachteten. 
2. Die oben erwahnte Wirkung ist beim Vitamin P sehr auffallend. 


Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Nakazawa fiir seine freundliche 
Leitung bei dieser Arbeit meinen herzlichen Dank aus. 
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Pharmakolologische Beeinflussung der Ansammlung 
und Resorption des Exsudates bei 
experimenteller Pleuritis. 

III. Mitteilung: Diuretica. 

Von 
Takanori Kurota. 

; (Aw) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. 


Kato, Tohoku Reichsuniversitat zu 
Sendai.) 
(Received for publication, March 9, 1945) 

Bisher wurden zur Therapie der Pleuritis gewohnheitsmassig Diuretica 
angewendet, um das Exsudat durch die Niere aus dem Kérper abzuleiten, 
die wenigen experimentellen Angaben hieriiber sind aber nicht zuverlassig. 
Darum wurden die vorliegenden Versuche durchgefihrt, um festzustellen, 
wie Coffein, Glukose und Quecksilberpraparate, welche nach allgemeiner 
Annahme diuretisch wirken, den Verlauf einer durch Ameisensdure 
hervorgerufenen experimentellen Pleuritis beeinflussen. 

Versuchsmethode: Weil alle* Methoden die gleichen wie die in der 
1. Mitteilung angegebenen sind, brauchen sie hier nicht noch einmal 
beschrieben zu werden. Die Applikationsweisen der einzelnen Medika- 
mente werden an den betreffenden Stellen angegeben. 


l. Coffein. 


Das Wesen der Coffeindiurese ist schon seit langem von vielen Autoren 
(Kobert,” Schwarz,” Fletcher, Henderson u. Loewi,?» Miwa 
u. Tamura,® Ellinger, Heymann u. Klein,» Tashiro u. Abe,® 
Taschiro,” Neuschluss,® Nishina,” Meyer™ erértert worden. 
Ein Eingehen auf ihre Auseinandersetzungen wurde hier aber zu weit 
fihren, weil sie mit unseren Untersuchungen in keinem direkten Zusam- 
menhang stehen. Als Coffein wurde 30% iges Coffeinum natriobenzoicum 
angewendet. Von dem Tage der Ameisensaureeinfihrung an wurde | 
ccm davon taglich einmal intravenés dargereicht, was bis zum vollstandigen 
Verschwinden des Exsudates fortgesetzt wurde. Wenn man die Versuchs- 
resultate an unseren 5 Kaninchen beobachtet, so ist die Exsudatansamm- 
lung, wenn auch der Anbeginn der Exsudation ahnlich wie in den Kontroll- 
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versuchen ist, geringer als in diesen, und nach 3-4 Tagen ist das Exsudat i 
schon vollstandig verschwunden. Das Eiweiss und der kolloid-osmotische ( 
Druck (im folgenden kurz mit k.o.D. bezeichnet) im Blut sind meist mehr 
oder weniger gesteigert, die im Exsudat dagegen stets erniedrigt (Fig.1). 
Fig. 1. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Coffeins. 
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cc 
Dass die hypertonische Glukoselésung infolge ihrer osmotischen flr 
Wirkung eine Diurese hervorruft, ist bereits von vielen Autoren (Nonnen- 
bruch u. Szyszka,™ Ellinger u. Hymann,” Meyer u. Gin- V 
ther,’ Kamei™ u.a.) erkannt worden. Als wir den Versuchstieren te 
nach der Einfiihrung der Ameisensdure 2 ccm 25% iger Glukoselésung K 
taglich einmal intravenés gaben, bis das Exsudat vollstandig verschwun- ur 
den war, um ihren Einfluss zu beobachten, war die Ansammlung des bi 
Exsudates, wenn auch die Exsudation dhnlich wie in den Kontroll- in 
versuchen begann, nicht stark und wurde das Exsudat schon nach 4- 5 ne 
Tagen und spater nicht mehr nachgewiesen. Das Eiweiss und der k.o.D. stz 
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in Blut und Exsudat verhielten sich im grossen ganzen 4hnlich wie beim 


Coffein (Fig. 2). 


Fig. 2. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Glucoselésung. 
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3. Quecksilberpraparate. 


Uber die diuretische Wirkung der Quecksilberpraparate stimmen die 
Meinungen der Autoren noch nicht ganz iiberein. Nach Schmidt,!® 
Hlartwich,® Noguti,’” Takahashi, Kure, Shida u.a. ist 
sie renal, nach Saxil u. Heilig,2” Nonnenbruch,” Brunn,2? 
Soma, Watanabe,2® Ushio u.a. dagegen extrarenal. Immerhin 
wird im allgemeinen klinisch von uns beobachtet, dass Quecksilber- 
praparate sicher eine starke diuretische Wirkung haben. Indem wir 5 
Versuchstieren am 1. Tage nach der Ameisensaureeinfiihrung 0,2 ccm 
Igrosin (Takeda), am 2. 0,4 ccm und am 3. 0,6 ccth, also insgesamt 1,2 
ccm Igrosin in 3 Tagen intramuskular darreichten, haben wir seinen Ein- 
fluss beobachtet. 

Wenn auch die Exsudation ebenso wie in allen vorhergehenden 
Versuchen nicht verschieden von der in den Kontrollversuchen beobachte- 
ten beginnt, ist die Retentionsdauer (6-8 Tagen) im Vergleich mit den 
Kontrollversuchen deutlich kiirzer. Das Eiweiss und der k.o.D. in Blut 
und Exsudat schwanken im Verlauf der Krankheit im Vergleich mit den 
bisherigen Versuchen erheblicher, Wenn auch das Verhalten des Eiweisses 
in Blut und Exsudat nicht bestimmt ist, indem es bald zu-, bald abnimmt, 
neigt der k.o.D. im Blut im grossen ganzen mit dem Eintritt ins Resorption- 
stadium zur Steigerung, im Exsudat dagegen zur Herabsetzung. Es ist 
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bisher im allgemeinen erkannt worden, dass die Wirkung der Quecksilber- 
praparate sehr kompliziert ist. Die grossen Schwankungen des Eiweisses 
und des k.o.D. in Blut und Exsudat in unseren Versuchen sind wahrschein- 
lich auf die verwickelte Wirkung der Quecksilberpraparate zuriickzufith- 
ren (Fig. 3). 


Fig. 3. Prozentige Veranderungen des Eiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes und des Exsudates bei experimenteller Pleuritis unter Einwirkung des Igrosins. 
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Die Ergebnisse aller Versuche in unseren 3 Mitteilungen zusammen. 
fassend, seien- im folgenden die- Anderungen des Eiweissgehaltes und des 
k.o.D. in Blut und Exsudat, ihre Ursache und Bedeutung beobachtet und 
kurz besprochen. Dass im Resorptionsstadium, wenn die Resorption 
des Wty glatt vor sich geht, sich Bluteiweiss und: sein k.o.D. meist 
steigern, kommt wahrscheinlich davon her, dass das Eiweiss, wenn auch 
seine kleinen Formen mit Wasser zusammen durch die sérése Membran 
resorbiert, werden, im Blut zuriickbleiben kann, wahrend’ Wasser schnell 
aus der Niere ausgeschieden wird. Die dadurch veranlasste Steigerung 
des k.o.D. im Blut wird erst recht die Resorption des Exsudates beschleuni- 
gen. Dadurch, dass das Eiweiss im Exsudat mit Wasser zusammen ins 
Blut tibergeht und dass im Exsudateiweiss, wie Landsberg?” meint, 
Hydrolyse eintritt, werden vielleicht die Abnahme des Exsudateiweisses 
und die Erniedrigung des k.o.D. herbeigefiihrt. Die Erniedrigung des 
k.o.D. im Exsudat beférdert ebenfalls die Resorption des Exsudates. 


Schluss. 


Bei durch Ameisensaure hervorgerufener experimenteller Pleuritis 
haben Coffein, hypertonische Glukoselésung und Igrosin nicht nur die 
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Verminderung der Ansammlung des Exsudates, sondern auch die der 
Retentionsdauer zur Folge. Wenn man die Anderungen des Eiweisses 
und des k.o.D. in Blut und Exsudat beobachtet, so entsprechen sie gerade 
den bei leichten Forme der Exsudatansammlung in den Kontroll- 
versuchen beobachteten. 


Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Nakazawa fir seine freundliche 
Leitung bei dieser Arbeit meinen herzlichen Dank aus. 
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On the Intestinal Secretion in Dogs in the 
Interdigestive Period. 
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Now we acknowledge through a work of Ooisi*® that the pancreatic 
juice in dogs flows out in the interdigestive period, but discontinuously 
under some careful experimental conditions, and the time relations between 
the active and the inactive periods are never regular, otherwise expressed, 
the term, the “ periodical ” secretion, as expressed by Boldyreff, cannot 
be applied for this kind of the digestive juice. 

It is then a natural sequence to try other kinds of the digestive juices 
along the same line of thought. 

In fact there is a number of the reports, which have some bearings 
upon the intestinal juices in the interdigestive period, and they are in 
number not a whit less than those on the pancreatic (literatures in Mu- 
tow?” and Ooisi2®), as reviewed in the present essay. 


I, 


Methods, etc: As the experiments in all the previous reports, which 
dealt in any way with the periodic secretion, were carried out exclusively * 
on dogs, the present writer prepared the Thiry fistula in three male dogs: 
Dog C (25. XI. 1943; 16.5 kg), Dog D (11. 1. 1944; 15.3 kg) and Dog E 
(7. X. 1944; 15.5 kg). After the separation of the small intestine at a 
point of about 10 cm distal from the duodeno-jejunar flexura, the fistula 
was prepared with a distal portion of the gut of various lengths, such as 15 
cm in Dog C, 10 cm in Dog D and 5 cm in Dog E. 

In the experimental room the dog, which took no food usually for 
twenty hours, was placed on the table for five hours or longer; no food 
was given there, and the writer himself never fed the animals. No particu- 
lar manipulation with a purpose to make the animal dislike the experiment 
was not attempted, contrary to the cases of Ooisi. The juice was 
measured for each 5 minutes. 
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How to collect the juice in this kind of experiments is clearly illustrated 
in Paragraph IIIin the paper of Ooisi. In reality a 15 minute interval has been 
adopted by most previous experimentalists, but a shorter period, such as a 5 
minute is highly recommendable. It is merely absurd to rely on a longer inter- 
val, such as 30 minutes or further 60 minutes. 54 experiments were run in toto. 


II 


A: Without catheteriization.—At first the enteric juice was collected 
without placing any catheter into the fistula, then we came across several 
instances the distinctly remittent tide of secretion, as given in Figg. Exp. 
4, Exp. 45, Exp. 59. 

Apart from small fluctuations (secretion of small velocities and non- 
secretion), there are periodical accelerations in the secretion rate of enteric 
juice; the rate in those periods is incomparably large. The time interval 
of large output was commonly about 10 minutes in all the dogs, and that 
of small or no output was about one hour, a half hour and one and a 
half hours being the limits. The figures are taken up from typical cases, 
as the curves given here and some similar ones. To give the acceleration 
period as 10 minutes depends partly on the fact that the collection was 
done for each 5 minutes, but it is not unfair to take it as the mode in viewing 
all the data, we obtained, altogether. 


By way of precaution it may be mentioned that lengths of “ almost or no 
output ”’ period are commonly somewhat dissimilar in one and the same ex- 
periment, although they are almost regular in the curves, here given, and the 
amount of juice, taken in the large output spells was rather uniform, that is, 
the maximum amount scarcely tripled the minimum. 


In this series of experiments where no catheter was inserted, there 

. are cases where no “ large output ’’ period appeared and as a consequence 

the whole curve appears similar to Dog D, Exps. 43 & 37, originated from 

the experiment with a glass catheter; only in these cases there are common- 
ly wholly quiescent spells. 

Ignoring irregular cases, the whole feature of the present outcome 
apparently duplicated well that of Boldyreff, well known as the “ peri- 
odical”’ secretion of digestive juice. 

Now let us examine whether the numerals or the phenomena ob- 
served by Boldyreff on one side and those by us on the other completely 
identical or not; that author is right in giving the term “ periodical ”’ to his 
findings, so far as his description and the curves constructed show that 
the active period and the inactive alternate surprisingly punctually (4, 
192 ff; 8, Figs. 1 & 2; 16, p. 488.). 


It must be noted, however, that there are in his second review some des- 
criptions betraying recantation of the strictness of the periodicity. Compare the 
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description on p. 192 in (4) and the second foot-note on p. 488 in (16). Further 
it is rather strange to hear from him the complaint that many younger ex- 
perimentalists without experience in this field, have missed the regularity of 
periodic act while we must complain on the contrary, many young workers 
too readily accept the term of “ periodic” secretion with the results, rather 
characterized with irregular waves in the secretion rate, such as the authors 
(21, 22, 25, etc.). Over believe in the authority ! In fact Komarow®) related 
to the high degree of authority of the laboratory of Pavlov, notwithstanding it 
is to us Out of question that the results of himself assuredly differ from those of 
Boldyreff. The “ periodic’secretion of digestive juices,” as termed by Bold- 
yreffis originated vocabularily and substantially from himself, as thoroughly 
studied by himself biographically (16, p. 529). 

The duration of the active period and the inactive period is given in 
the first review of Bold yreff® as 30-35 minutes and 2.5 hours in the cases 
of longér cycle and as 15-20 minutes and 1 hr 20 minutes in those of shorter. 

Similar figures in (4).) In the second review,’ appeared about twenty 
years ago, he formalized them as 10-15 minutes and about 75-120 minutes 
respectively. 

The figures or the length of periods of Boldyreff are therefore two 
times as ours. It is quite unreasonable to take both figures as identical. 

Further let us then examine the data given in the hands of previous 
experimentalists. Here we shall take into account only those indicating 
some regular fluctuations in the secretion rate, while many authors were 
in reality able to see such fluctuations only in exceptional instances. If 
they were even to be termed as “ periodical” secretion, the term such as 
pulsus irregularis should be wit off from medical vocabularies. 

One cycle of fluctuation is 75-90 minutes in Brynk,” 60-135 m. 
in Komarow,” 45-120 m. in Matsubara,’ 60 m. in Kokura.™ 
Orbeli reported similar figures to those in the second review of Bold y- 
reff. Further, if we take into account the portion with most regular ap- 
pearances only from these figures, the mode of one cyle will be 75 minutes. 


This numeral, 75 minutes depends partly on the fact that the juice was 
collected for each 15 minutes interval, and consequently it should be taken as 
indicating a little longer interval than 60 minutes and further it is difficult to 
say the length of the active period on the same reason. It should be noted that 
such regular portions are given only in a few papers such as Brynk,”?) Koma- 
row,!2) and this fact indicates that most of previous observers were able to 
have only irregular output of intestinal juice from the Thiry or Vella fistula, 
despite of they call it ‘‘ periodical ” secretion. 


Of ratio between the active and the quiescent period, it will be further 
noted the findings or the view of Kratinoff!” (movements only )are 
opposite to those of Bold yreff (secretions too). Thus the periods of “‘ out- 
put’ and ‘‘ quiescent ”’ of intestinal juice from the fistula, which were 
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obtained by previous observers seem to be adequate to speak of some re- 
gularity and check well with ours, but never with those of Boldyreff. 


How the latter author came to see the periodicity of an astonishing degree 
in such a phenomenon as digestive juice secretion, was tentatively suggested 
by Ooisi ina study on the pancreatic secretion. It is noteworthy that Bold y- 
reff modified the figures in the second review, which was oversighted in that 
paper of Ooisi regrettably. 


The dog is standing, sitting or in motion at a distance of a half to 
1 meter from the experimentalist, i.e. the present writer, who came to 
notice rumblings in the bowels which soon appeared me as holding some 
relationship to the output of juice from the fistula, a matter noted by some 
authors, as Komarow,” etc. 

I did neither attempted to go nearer to the dog nor endeavoured to 
listen rumblings, but simply noted them on the protocol as I heard them. 

Then it appeared as if there are some intimate relationships between 
rumblings and the large output of the juice. Rumblings were however 
seldom audible when there were small ejections only, and further it must 
be added that much small rumblings were not noted in the present ex- 
periments. The juice coming out at the beginning of active period is 
thick and rich in mucus. It,is rather astonishing that no drop of juice 
was obtainable from the Thiry-Vella fistula of a dog in the interdigestive 
period in the hands of Molnar.® N.B. In Exp. 4 on Dog C neither 
rumblings nor characters of juice were noticed. 


III. 


Any one who pays some attention upon intestinal movements or 
rumblings in bowels simultaneously with secretion or output of enteric 
juice, will come soon to note some associations between both phenomena. 
Of whether they are causally related or not, different views are still 
prevailing. Boldyreff and Sinelnikoff™ against Babkin.?” 

With a purpose of solving this interesting problem we tried to collect 
the juice from the fistula by means of a catheter, at first of gummi and 
then of glass. A gummi catheter of 5 mm thick and 5 cm long (1 cm 
more out of fistula), and that of respectively 7 mm and 11 cm (1.5 cm), 
and bent glass catheter of 5 mm and 5 cm (1 cm), and that of 10 mm and 
11 cm (2 cm) were employed according to the size of intestinal fistulae. 


Use of a catheter causes a large flow of the juice from the fistula as a matter 
of course; in Dog D, for example, juice flowed out in one hour in an amount 
of 0.7 cc when no catheter was inserted, of 1.7 cc on a rubber catheter of 5 cm, 
2.1 cc on that of 10 cm, and 1.5 cc on a large glass catheter. 

In Dog C with a fistula of about 15 cm, a short and a long gummi catheters 
were used, afterwards a gastric fistula was placed for recording gastric move- 
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ments. One and a half months later the Thiry fistula prolapsed, and eventually 
died thereof. In Dog D, with a fistula of 10 cm, gummi catheters of 5 cm and 
of 10 cm and a glass catheter of 11 cm were placed in the fistula, and in Dog E 
with a fistula of 5 cm, catheters of 5 cm of gummi and of glass were used. 


Typical cases from each set of experiments are displaced in the 
accompanying figures. 

On the one hand there are cases qualified with some periodicities in 
the output rate, as shown in Exps. 5, 11, 19, 52, etc, while there are cases 
where intestinal juice flowed out incessantly, as given in Exps. 12, 16, 
43, 37, 54, 47 & 51. 

And the former occurred frequently when rubber catheter was shorter 
than the length of fistula; the shorter and the thinner the catheter the 
more distinct the periodicity. If a catheter of 5 cm is inserted into the 
‘Thiry fistula of 10 or 15 cm, the intestine segment which remains un- 
touched thereby is capable of moving freely. 

A comparison of the data, given in the figures for demonstrating the 
general tendencies and not given here, it seems justifiable to assume that 
intestinal juice comes from the orifice of the Thiry fistula with a periodicity, 
roughly speaking, if the intestine is allowed to move freely; but if the 
movements are restricted the periodicity of output becomes obscure and 
finally completely disappear. 

And this modus of dependence of intestinal juice output upon the 
intestinal movements can be also illustrated in the manner how the juice 
is ejected from the fistula orifice, as given in the following notes. 

Exp. 3. Dog C, 26, XII.’43. 16.6 kg. 5°; no food was given for about 
20 hrs. No catheter was inserted. In the relative quiescent period a water 
clear fluid flowed out of fistula orifice at a rate of a drop in 5 to 30 minutes, 
seldom no outflow in | hour or longer. The active period set in with 
appearance of a yellowish-whitish thick mass, like condensed milk, in 
the orifice as to stop it. About 10 seconds to 1 minute later it was pulled 
out in arush. Similar output occurred three, four times or so with an 
interval of about 10 seconds to 1 minute. The fluid became thinner and 
thinner, and the force of output weaker and weaker; at last it flowed out 
with intervals of 3-30 seconds. 

Exp. 52. Dog E. 10. XI ‘44. 16.4 kg, 12°; no food for 19 hrs. Rubber 
catheter. Distinctly rhythmical outflow was noticed. The rhythm 
corresponds to that of the peristalsis, viz. 15-20 per min. as the writer noted 
on another occasion and also ina paperof Tanaka.” At first mucus-like 
mass flowed. out, then turbid fluid flowed out rhythmically rather abundant- 
ly. In five to ten minutes the outflow became little and seldom, the rhythm 
being noted as one-half to one forth as before, and then gradually irregular. 
Finally the fluid flowed out continuously but scanty along the catheter. 
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The fluid flowed out in 
the quiescent period look- 
ed very clear. 

The juice flowed out 
thus rhythmically contain- 
ed a trace of blood in this 
dog, while no blood was 
witnessed in the other 
dogs (C,D). 

These examples defi- 
nitely prove also that the 
output of intestinal juice 
from the Thiry fistula is 
brought about by intesti- 
nal movements. 

The output or secre- 
tion, as so called, of in- 
testinal juice, which is 
chiefly dealt with above 
and in the papers here 
quoted, is that called forth 
by a group of these rhyth- 
mical movements with a 
rhythm of about 20 per 
minute, which lasts for 
ten minutes on the whole. 
The quiet spell is about 
one hour. The outflow 
in the so-called active 
period of intestinal secre- 
tion is the sum of the 
ejections set forth by 
rhythmical movements of 
intestinal loop. 

Otherwise expressed, 
the intestinal juice is sec- 
reted rather continuously; 
the rhythmical outflow 
from the intestinal fistula 
such as Thiry or Thiry- 
Vella fistula is occasioned 
by the intestinal move- 
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ments. If the ejection is 
to be followed precisely in 
proper experimental con- 
ditions one can observe 
that it is brought about 
by each intestinal move- 
ment, and if intestinal 
movements are to be 
more or less depressed by 
proper measures, such as 
use of gummi or glass 
catheter of suitable size 
and length the periodical 
output, observed by seve- 
ral experimentalists, is 
rendered aperiodical or 
continuous. 


That the periodical 
secretion of intestinal juice 
is always accompanied by 
periodica] movements of in- 
testines is a fact to which sev- 
eral authors, such as Bab- 
kin, Sawitch,”™ paid keen 
attention. The findings of 
Rabinkowa and Eber- 
le, that the gastric sec- 
retion has no periodicity, is 
worth while of note here. 


Further, the writer 
came sometimes to notice 
that during the active 
period the dog behaves 
quite still as if it is think- 
ing about something, pro- 
bably quite different from 
the experience of Sine]- 
nikoff (p. 687). 

In terminal it may 
be added that the inflam- 
mative state of intestinal 
loop brings about an 
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abundant outflow of 
enteric juice, as noted 
in our dog C (Exp. 20). 
Some previous references 
exist. 2)3) 


SUMMARY. 

From a Thiry fistula 
provided in dogs, enteric 
juice was collected either 
without inserting any ca- 
ther or using catheters of 
gummi or glass of various 
size and length. 

When no catheter 
was inserted or tatheter of 
smaller size or length, 
compared with those of 
fistula, periodical output 
of the juice was observy- 
able though not always, 
but rather frequently. 
And the periodicity was 
more regular in compari- 
son to previous experi- 
mentalists, while it was 
not so regular, or other- 
wise expressed, not so 
strictly periodical as the 


description of Boldyreff. The active period was usually noted as 
ten minutes and the quiescent period as one hour as a mean, or from a 
half hour to one and a half hours, and the figures are about the half 
of those of Boldyreff. The figures given in the reviews of that author, 
one in 1911 and the other in 1929, are somewhat different from each 


other. 


When catheters of large size and length were used, the output of 
juice inclined to lose its periodicity, that is there were fluctuations in the 
output rate, but it was irregular and of insignificant magnitude, so that 


finally it has no periodical character at all. 


The results show clearly that the so-called “ periodical secretion,” 
or strictly spoken, “‘ periodical output” of enteric juice, observed by means 
of Thiry, Thiry-Vella fistula or something like procedures, can be abolish- 
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ed by restricting influence of intestinal movements: that is, the latter 
act to push out periodically the juice, which is secreted highly probably 
continuously. 

And further, the writer had opportunities to observe the output 
of juice in a rhythm of about twenty times a minute, which corres- 
ponds to that of intestinal movements. 

The periodicity, spoken by Boldyreff, especially in his first review 
in 1911, for example, also of the output of intestinal juice, is also of highly 
strictness. Such an exact periodicity is never found in the communi- 
cations of other authors. How that author would come to see such a 
data has been suggested with right in a previous paper of Ooisi ré 
the pancreatic secretion. 

Briefly concluded: The “ periodical” ouptut of intestinal juice 
in the interdigestive period in dogs, which is rather frequently ob- 
servable, and has a periodicity of the active period of ten minutes and the 
quiescent period of one hour, roughly speaking, is due tothe intestinal 
movements and not to having of its secretion the periodicity. There 
is no evidence of existance of periodicity in the secretion of enteric juice. 

Further it is observable that the juice is ejected rhythmically ac- 
cording to the rhythm of intestinal movements, about twenty times a 
minute. Namely the output in the active period in the so-called periodi- 
cal output is the summary of the rhythmical output or periodical output 
of second order. 
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Having worked in Hofmeister’s laboratory, Lopez-Suarez” re- 
ported in 1913, that various procedures, chemical and mechanical, did not 
enable him ‘to prepare gastric mucus-mucin free from phosphorus. Since 
then no successful attempt has been informed of. Masamune and col- 
laborators took up the problem again, and although efforts at the begin- 
ning with Ozaki*??) failed, trials were repeated over and over in the 
firm belief that phosphours is a contaminant of the mucus-mucin. The 
present account deals with the final achievement which was gained but 
in a very simple way. 

The principle of the effective method lay in weakly denaturing the 
mucin with toluene as with chloroform. By this means was avoided 
the extensive swelling of the mucin, with partial dissolution, in alkaline 
water into which the phosphorus-containing impurity dissolved out. The 
product showed red coloration distinctly with dimethylaminobenzaldehyde 
after heating with alkali. When not preliminarily treated with alkali, 
most of the preparations gave no reaction and a few showed only very 
faint coloration slowly (afts the 8th minute of heating with dimethylamino- 
benzaldehyde) (Osaki and Turumi procedure*). Tested in a manner 
similar to that described by Kobayasi®, it inhibited, up to 1:10’ 
dilution, the agglutination of A group blood cells, but not that of B 
group ones. Quantitative analysis gave figures in Table. I 

The carbohydrate moiety was separated by tryptic digestion, followed 
by fractionation with glycol and glacial acetic acid according to Tiba®. 
The product, which was water-soluble, gave analytical values (contents 
as well as mutual ratios of the components) expected from those 
of the mucin. Not only qualitatively but also quantitatively, hydrolys- 
able sulfur excepted, it nearly coincided with Kobayasi’s prepa- 
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TABLE I, 


Asalyses of phosphorus-free mucus-mucin of hog stomach. 





| . ° 

In equivalents vale 

In per cent 1 equivalents per equiv alent 
weignt 


Analysis 





Prep. I Prep. II | Prep. III 





Prep. I Prep. II | Prep. II 
| | | 


N* 104 | 100 

Glucosaminet 23.8 | 23.1 23.0 1.00 1.00 1.00 
Acetylt | 5.82 5.40 5.39 ,102 | 0.98 0.98 
Galactose§$ 238 | 23.6 22.6 0.99 1.01 0.98 
Hydrolysable S}| | 0.57 | 0.45 0.51 O13 | 0.11 | 0.13 
Ash | 2.28 | 1.72 2.73 | 





* Micro-Kjeldah] method. t+ Hamasato-Akakura method. { Suzuki method. 
§ By the indole, orcinol and diphehylamine I methods. By these methods developed co- 
lours concordant in intensity as expressed as galactose. || Suzuki’s procedure. 


rations» ” , which had been obtained from crude phosphorus-containing 
mucin or even from the mucus itself. This fact is considered to indicate 
that the carbohydrate separated by Kobayasi from mucus is entirely 
attributable to the one involved in the mucin. The much excess of hy- 
drolysable sulfur in his preparations probably came either from inorganic 
or organic sulfates co-present in the mucus, because in preparing phos- 
phorus-free mucin I used mineral acid and alkali in such concentrations 
as the sulfate radicle of this kind of carbohydrate, for instance, 
chondroitinsulfuric acid and heparin, is not detached according to our 
experiences. 

From the sulfur content (its average equivalent ratio to glucosamine, 
0.128) the minimum molecular weight of this A-gronp substance was 
calculated at 3299 corresponding to octadecasaccharide. 

Lépez-Sudrez claimed at first” to have separated chondroitinsul- 
furic acid and afterwards, with Levene®, to have obtained mucoitinsul- 
furic acid (crude mucus-mucint and whole mucus were the respective 
materials). In both cases the carbohydrate was obtained by alkaline 
cleavage of the starting material, followed by digestion of the hydrolysate 
with BaCO; and collecting the glacial acetic acid-insoluble part.t Ko- 
bayasi, however, could not detect hexuronic acid in his preparations 
at all, notwithstanding that he applied procedures similar in principle 
to stomach mucus similarly. In the days of Lépez-Sudrez, investig- 
ators were not yet aware of the existence in aminal body of hexosamine- 
containing polysaccharides which possess ordinary hexose as the second 
sugar-component in place of glucuronic acid. This probably led him to 
the erroneous conclusion. 
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According to more recent announcements of Ozaki’ and of Me- 
yer, Smythand Palmer™,a hexuronic acid-containing polysaccharide is 
obtainable either from mucus or from mucosa of stomach or from both. 
The former author used bull stomach mucosa adhered with mucus, and 
the latter a sample of pig gastric mucin prepared from the mucosa which 
was probably the one not removed from mucus, though not particularly 
mentioned. Takahasi and Yasuoka™, experimenting on pig 
stomachs, could find it in the mucosa but not in the covering mucus. 
My search for hexuronic acid in the mucus of bull stomachs also resulted 
in negative. Consequently the mucus-mucin can not exist in the form 
of a real glycoprotein’ but as a nucleoprotein in part and as a free gly- 
cidamin (Masamune) for the most part, if the allusion of Lépez- 
Suarez” to the presence of a small quantity of nucleic acid is correct. 


EXPERIMENTAL. 


Preparation of phosphorus-free mucin from stomach mucus. 

A typical example will be given. 

The internal surface of hog stomachs were cleansed under running 
water, and the mucosa having been first separated as covered with the 
mucus, the latter scraped together from the former carefully. 100 gm. of 
the mucus collected were suspended in | /. of water and mixed with 50 cc. 
of toluene, then 0.1 n. NaOH solution was added in small portions to 
constant pH of 10.0. After thorough shaking (about 5 hours), the mixture 
was centrifuged,§ whereby food residues remaining unwashed, tissue 
fragments admixed and epithelial cells subsided to the bottom and the 
mucin gathered together in the upper toluene layer. The upper layer was 
separated and percolated on a hemp-cloth. The pasty clump on the cloth 
was shaken similarly as above with acid instead of alkali, after adding 
1.0 n. HCl to constant pH 2.0| of its suspension. These alternative treat- 
ments with alkali and acid were repeated more 3 times,] when phosphorus 
‘molybdate test) was reduced to a trace. In the next stage the mucin 
was washed with several changes of toluene, by standing in the latter 
for one day each time, until no more yellow colored substance came out, 
and then soaked in water, in 0.05 n. NaOH solution**, again in water, 
and finally in 0.02 n. HCl. No phosphorus was detected anymore in the 
substance. It was washed on the hemp-cloth with water (a clear filtrate 
was obtained) and many times in a centrifuging tube with absolute 
alcohol, then, when a renewed portion of alcohol got colored no 
more, alcohol was replaced with ether and the substance dried in vacuo. 
0.7 gm. of white fibrous product was yielded. It was soluble neither in 
dilute acid nor in dilute alkali. Analytical figures are listed in Table 
I (s. above). 
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Serological assay of the mucin. 


10 mgm. of the dry mucin was kneaded exhaustively in 0.5 cc. of 
0.01 n. NaOH solution and, after addition of 0.5 cc. of 1.9% saline solution, 
stood in an ice chest overnight in order to cause it swell to the full extent. 
A finely dispersed suspension (pH, 7.4) obtained was diluted successively 
and the inhibition of erythrocyte agglutination was measured by the 
procedure described by Kobayasi®. The A and B serum had aggluti- 
nin titers 160 and 80 respectively. All the preparations in Table I 
showed an equal inhibitory power. The result on Prep. I is given in 
Table II (+: occurrence of agglutination). 


TABLE MII. 


Serological activity of phosphorus-free mucus-mucin of hog stomach. 





ia . . . 
Dilution of mucin 


: _— . 
| Original 10 x 108 x 10® x10" x 105 x 10° x10? 
| susp. | 196) 
Group of serum | 


A _— + H+ t+ tH tH # + 
B - - = = = = + + 


| 





Separation of the carbohydrate moiety from the mucin. 


1 gm. of another phosphorus-free preparation of the mucin was taken 
up in 50 cc. of water and 0.25 gm. of Kahlbaum trypsin (03897) was 
added. After the pH had been brought to 9.0 by the aid of 1% Naz,CO; 
solution, the mixture was incubated at 37-38°C for 104 days, its alkalinity 
being readjusted from time to time with the bicarbonate. Putrifaction 
was avoided with toluene. The digestate diluted to 250 cc. with water 
(turbid) was acidified to pH 4-5 by adding drop by drop of 30% acetic 
acid but no remarkable precipitation occurred. Centrifuged. The 
supernatant fluid, that was still turbid, was dialyzed for 3 days in a cel- 
lophane bag against running water and filtered on a folded paper. The 
turbidity was entirely eliminated. It was distilled under reduced pres- 
sure to a syrupy consistency. And the substance precipitated with alcohol 
was washed with alcohol and with ether and dried in a vacuum desic- 
cator (H,SQO,). This crude product amounted to ca. 500 mgm. 

Purification was exerted by the processes below in sequence. 

1) Fractionation by the aid of glycol. It was extracted twice with 
10 cc. portions of glycol. Clear supernatant fluids after prolonged 
centrifugation were precipitated with absolute alcohol and subsequently 
washed and dried as above. Crop, 350 mgm. 
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2) The product in 1) was dissolved in 10 cc. of water. 30% acetic 
acid was added to pH 4.2 of the solution and the coming-out part was 
centrifuged off. Thereupon followed precipitation with absolute alcohol, 
washing with alcohol and with ether and drying as above. About 250 
mgm. were gained. 

3) Fractionation with 90% acetic acid. The substance was dis- 
solved in 5 cc. of water and shaken for 3 days with 80 cc. of glacial acetic 
acid. The insoluble fraction was washed with glacial acetic acid, 
adhering acetic acid removed by repeated washing with alcohol, alcohol 
replaced with ether and ether removed by means of a jet pump. Yield, 
210 mgm. 

4) Repetition of the glycol treatment. The above product was sub- 
mitted again to dissolution in glycol (10 cc.) (this time all went into 
solution) and thrown down by means of absolute alcohol. Washed and 
dried. The sequred powder (white) amounted to 140 mgm. 


Properties of the carbohydrate. 

The final product showed positive Molisch reaction (violet color- 
ation), but no biuret reaction. By the Ehrlich reagent was developed 
red colour only when it had been heated in advance with alkali. (A small 
quantity was used for the assay. A larger quantity would have probably 
also given the positive immediate reaction, because some of the mucin 
preparations gave it though very faint.). Ninhydrin and Hanke-Koess- 
ler (for histidine) test were negative. Arginine was present (Saka- 
guchi). 

11 mgm. of the substance were dissolved in 1% proportion in 
physiological saline solution and injected intraperitoneally to a mouse 
of 12 gm. body weight, but no toxic symptom was observed. 

It analyzed as embodied in Table ITI. 


TABLE III. 


Analyses of the carbohydrate separated from phosporus-free 
mucus-mucin of hog stomach. 








In equivalents per 





Analysis In per cent equivalent weight 
N 3.65 1.10 
Glucosamine 42.3 | 1.0 
Acetyl 10.3 1.02 
Galactose 41.6 | 0.98 
Hydrolysable S 0.97 | 0.13 
Ash 2.76 


Its optical rotatory power in water resembled that of Kobayasi’s 
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preparation®’++. 
—0.41 « 1.405 . 
ae eee ; 
[4]b= 0.0205 x 1.003 x1 ~~ 28° 


Serological test. The serological activity, measured as on the mother 
mucin, is illustrated in Table IV. Sera A and Bagglutinated correspond- 
ing erythrocytes, until they were diluted x 160 and x 320 respectively. 


TABLs..tY¥. 


Serological activity of the carbohydrate separated from phosphorus-free 
mucus-mucin of hog stomach. 








Rta _ Dilution of carbohy- | Original 
ma comme sol. x10 x102 x10® x10! x10 
Group of mm ieee | (1%) 
A + ++ Ht tt tt tt 
B _ - - - - + 


A grant from the Education Department (through the Grant Committee 
of the National Research Council) enabled me to carry out this work, which is 
gratefully acknowledged. 


Notes. 


* He employed the mucus together with the mucosa as a material. 

t A phosphorys-containing preparation. 

t In some experiments Lé6pez-Sudrez® precipitated the ‘‘conjugated sulfuric acid” as 
lead salt from the hydrolysate which had been treated with BaCQOs, but noticed that the precipitate 
thus formed differed very little from the crude material obtained by means of glacial acetic acid. 

§ It is more convenient to employ a separatory funnel for removing the food residues and 
mucosa fragments.—Masamune. 

|} Mucin shrinks by hydrochloric acid. 

q It is necessary to repeat the processes until the phosphorus-contamination disappears per- 
fectly or is reduced to a trace. A little toluene was added in the cases of the alkaline treatment. 
Since later centrifugates were composed of teared fragments of the mucin exclusively, they were 
not rejected but brought onto the cloth together with the main fraction. 

** The mucin swelled but did not lose the jelly form. 


tt. Kobayasi’s preparation possessed {a}}6 of -26.5°. 
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Biochemical Studies on Carbohydrates. 


XCVI. On Snail Enzymes. 
First Report. 


By 


Motoyuki Utusi, Kozo Huzi, Syoiti Matumoto 
(FHE CY KR FM (KK E-—) 

and Tuneo Nagaoka. 

(AK PM 53) 
(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: Prof. 
H. Masamune.) 
(Received for publication; April 11, 1945) 

In particular for structural study of the hexosamine-containing 
polysaccharides in glycidamins (Masamune!) and similar carbohy- 
rates, the snail enzyme complex appears to be a most expedient means, 
because, according to Suzuki?) it only, among other animal and plant 
polyases which are obtainable abundantly, can hydrolyze ovomucoid- 
carbohydrate to an appreciable extent. The present study has been 
undertaken for the reason that, on one hand, most investigations had 
been made on helix pomatia whereas we can difficultly gain snails of this 
kind and, on the other, the researches as regards its specificity of cleaving 
the mentioned carbohydrates are few?). The enzymes in different snails 
are not assumed as necessarily identical qualitatively. Karrer and co- 
workers, who made an exhaustive study on helix pomatia, used the ex- 
tract of all the digestive organs as a whole, including liver and its secretion, 
but unlike them we planned to work on liver, proper stomach-intestine 
tract and the secretion separately. The animals employed were helix 
laeda Gould and closely related snails (herbivorous) widely inhabiting 
Japan proper. 

The present report deals with orienting experiments on an old liver- 
extract. The enzyme solution was prepared by simply precipitating it 
with alcohol and redissolution in water. No dialysis was conducted. In 
addition to carbohydrases, proteases were examined in order to establish 
an accurate relation of proteolytic action between cells and the secretion of 
liver, because Bied er mann* claimed that the liver secretion of herbivor- 
ous snails contains no proteases while Graetz® could not confirm it. 
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The amounts of the enzymes were determined by taking as measures the 
incrase of acidity and of iodine use occurring on incubation with the sub- 
strates. The results obtained may be summarized :— 

In the enzyme solution were contained various proteases (substrates: 
caseinogen, pepton, gelatin and edestin) and polyases (substrates: glyco- 
gen, native cellulose, oxy-, hydro- and hydrated cellulose, native and 
reprecipitated chitin, mucoitin, chondroitinsulfuric acid, the group carbo- 
hydrate from mucus of hog stomachs and the ovomucoid- and snail 
foot mucin-carbohydrate) (the last two were applied as involved in 
the respective glycidamins"), but they were scarce excepting the polyase 
splitting the carbohydrate of snail foot mucin and amylase. Regarding 
hexosidases, notable quantities of a- and f-glucosidase (substrates: 
maltose and cellobiose), a- and $-galactosidase (substrates: a- and - 
methylgalactoside and lactose), 8- glucuronosidase (substrate: #-menthol- 
glucuronic acid), $-glucosaminidase (substrates: methyl- and phenyl- 
f-acetylglucosaminide) and a-mannosidase® were found. a-Glucosamin- 
idase (substrate: methyl-a-acetylglucosaminide) was present definitely 
though small in amount. a-Mentholglucuronide and methyl-§-carbo- 
benzyloxyglucosaminide underwent no hydrolysis. 


EXPERIMENTAL. 
I. Enzyme Solution. 


An enzyme stock porridge used -had been prepared 3 years ago by 
grinding snail livers with sea sand and an equal volume of water 
and kept under toluene in an ice chest. It was centrifuged in order 
to separate off fat (upper layer) and tissue fragments (lower layer) and 
the brown liquid in the middle layer was acidified to pH 4.5 by means 
of acetic acid (30%), whereupon precipitation occurred. To the super- 
natant liquid after centrifugation were added 5 volumes of absolute alcohol 
and the precipitates here were soon collected by centrifugation and 
placed in a vacuum desiccator to eliminate alcohol and before being 
completely dried, taken up in acidified water? of double the volume of 
the original extract. . The insoluble residue was centrifuged off. 


II. Substrates. 


Caseinogen, E. Merck, 519. 

Pepton, Shiseido. 

Gelatin, E. Merck. 

Glycogen, Takeda, 1050. 

Cellulose (native). Toyo filter paper No. 7. 

Oxycellulos¢. Prepared by Knecht-Thompson method?’. 
Hydrocellulose. Prepared by Girard method?®?. 
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Hydrated cellulose. Prepared by copper-ammonia method?®?. 
Chitin (native). After Offer®. 

Chitin (reprecipitated). After Hofmann?®, 

Mucoitin. 

Umbilical cords, removed from blood vessels and drjed after dehyration with alcohol, were 
chopped, and agitated with formalin-mixed alkaline water (40 times the weight) in a similar 
manner as had been the mucin from the same tissue by Osakiand Hasegawa". Three suc- 
cessive extracts were combined, acidified to pH 4.0 with acetic acid and filtered through paper 
pulp. The filtrate was precipitated with NaCl-containing 95% alcohol (3.5—4 volumes) and the 
coming-out substance was washed with alcohol and ether and dried. The crop amounted to 
5-6% of the dry umbilical cords. 

A part of the crude product was then dissolved in 13 times weight of water—turbid solution 
—and thoroughly treated with kaolin (17 gm. per 100 cc. of the solution) to free all biuret- 
giving substances and the filtrate again precipitated with 3 volumes of alcohol and dried as above 
(Mucoitin I). The amount of the substance was reduced to 4 and analysis gave: N, 3.33%; 
glucosamine, 40.8% ; glucuronic acid (indole- and orcinol-method), 44.9%. It gave an extremely 
viscous solution in water. 

Another part of the crude material was taken up in a very large volume of water. The 
undissolved impurity was separated off by prolonged centrifugation, then the solution was con- 
densed under reduced pressure to a small volume and precipitated with 10 volumes of galcial 
acetic acid. The precipitate, washed and dried as above, was subjected again to the same ope- 
ration but this time the use of voluminous water was not necessary for centrifuging off of the 
remaining contaminant, which had changed insoluble. The product (Mucoitin II) was perfectly 
water-soluble and biuret-negative. It gave a much less viscous solution than the former prepara- 
tion. Yield, 23% of the crude material started with. Analysis: nitrogen, 3.31%: glucos- 
amine, 41.80% ; glucuronic acid, 45.02% (45.20% by the indole method, and 44.83% by the 
orcinol method). 

Chondroitinsulfuric acid. 

It was extracted from dried nasal cartilage of whale according to Masamune and 
Osaki®) and the precipitate by means of alcohol was adapted as such to the present ex- 
periment. It proved quite pure as is seen from the analytical values of the components 
below, despite that no purification had been carried out and a faint biuret reaction was given. 
Analysis: N, 2.87%; chondrosamine, 31.9% ; glucuronic acid (indole- and orcinol- method), 
36.7%. 

Carbohydrate from stomach mucus of bull. The preparation of Ti ba?®. 
Ovomucoid, Prepared as was by Hasegawa!®, 

Foot mucin of snail. A preparation of H. Suzuki’). 

Maltose, Kojima. 

Cellobiose. After Zémplen’®. 

Methyl-«-galactoside. After Robertson and Lamb!”, 
Methyl-8-galactoside. After Miiller’®). 

Lactose, Kahlbaum, 02569. ; 
Methyl-a-acetylglucosaminide. After Moggride and Neuberger’®?. 
Methyl-$-acetylglucosaminide. After Neuberger and Rivers®®, 
Phenol-$-acetylglucosaminide. After Helferich and Schmitz-Hillebrecht®”, 
Methyl-8-carbobenzyloxyglucosaminide. After Neuberger and Rivers, 
Menthol-a-glucuronic acid (sodium salt). After Bergmann and Wolff”, 
Menthol-$-glucuronic acid. After Neuberg and Lachmann®, 
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HI. Procedures and Results. 


1) On proteases. 
The incubation mixtures were composed of 

2cc. of a 2.5% substrate solution (50 mgm. substrate). 

2cc. of a buffer solution, Sérensen, 

Icc. of the enzyme solution and 

1 drop of toluene. 
Incubation temperature, 37°C. The buffers used were citrate (pH 4.5), 
phosphate (pH 7.0) and borate (pH 9.0). The mixtures were titrated 
each as a whole after S 6rensen without or after incubation. The acidity 
increases are expressed in the table (Table I) in terms of the increases 
(cc.) of 0.1 n. NaOH required. Control experiments were run by sub- 
stituting the substrate solutions for water. 


TABLE I. 


Acidity increases on incubation of proteins. 


Figures express increases (cc.) of 0.1 n. NaOH used. 









































tigen : pH 4.5 
— nites 
, ] | | | | 
~\. Substr- —_: 
\ . ate Cascin- | aliad Pepton w* |Gelatin| «# Edestin 
Time of incub. (h.) > 7 | | 
in | 
‘| 0.037 | 0.018 | 0.019 | 0.028 | -0-003 | 0,002 | 
24 0.021 0.027 | -0.049 0.081 0.017 0.069 
24x8 0.749 | 0.457 | 0.222 | | 1.292 
! 
ie 
hg wenn, —_ ott | 7.0 9.0 
| ~ | | 
Substr- — 4s 
“att Casein- | Pep-| Gelatin | Edes- | Casein- | Pep- | Gelatin Edes- 
. : ogen ton | ; tin ogen ton tun 
Time of incub. (h.) i | | 
hae || Se ee 
l ~0.054 | 0.056 | 0.016 | 0-042 |-0.018 ~0.006 
24 0.042 0.059; 0.038 | 0.007 | 0.078} -0,012 
24x8 0.830 | 0,491; 0.006 | 1.485 | 2.415 1.155} 0,044 2.174 





* The enzyme was activated in advance with cystein (0.00005 mol, 30 min. at 37°C) 


2) On carbohydrases. 


Substrate, buffer and enzyme solutions of the same respective volumes 
as above were mixed together, but here the substrate solutions of poly- 
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saccharides were 5% and those of disaecharides and simple hexosides were 
0.025 molar, except in the cases particularly mentioned in the tables 
(Tables II and III). The buffers (S6rensen) used were citrate (pH’s 
3.5, 4.5 and 5.5) and phosphate (pH 6.5). Before and at intervals during 
incubation, I cc. of the mixtures was taken out and its iodine use was 
determined by the method of Macleod and Robison™. When inso- 
luble polysaccharides were employed, the measurement was made on the 
filtrates of the suspensions which had been prepared for digestion similary 
as above, and so several’ mixtures were required to follow one run of 
digestion. Substrate solutions and suspensions were replaced with water 
in controls, where no incrcase of iodine use occurred. 

Table If shows that the carbohydrate of snail body mucin was hy- 
drolyzed to the extent beyond 100%. The increase of iodine use in the 
cases of this glycidamin and ovomucoid must be partially attributed to 
proteolysis as suggested by the behaviour of edestin and gelatin (Table 
IV), of which the former was perfectly free and the latter almost free from 
carbohydrate. Nevertheless the carbohydrate moiety of the snail foot 
mucin must have undergone a remarkable scission, because the ac- 
companying amino acid-grouping was cleft only minutely by the emzyme 
solution (Table V). 


TaBLe II. 
Digestion of high carbohydrates at pH 4.5 (incub. temp., 37°C). 


Increases of iodine use are expressed in per cent of the substrates as glucose. 

































Substrate 
Native Hydro- Hydrated Native 
% , 
Time of Glycogen cellulose Oxycellulose cellulose cellulose chitin 
incub. 
(day) 
1 33.8 
8 2.4 1.4 2.2 4.3 24 | 
\ substate Mucoi- Group carbo- | . 
. : ee Ovomucoid- Carbohydr- 
Reprecip. tin |Chordroitin-| hydrate from bohy- | ate of snail 


Time of chitin sulfuric acid] mucus of 
incub. he] Tin U bull stomachs dratet foot mucint 


(day) } 
l 
8 6.1 9.4] 2.5 23 3.6 











7.0 106 

















* 50 mgm. were incubated. +100 mgm. each of the respective glycidamins were incubated. 
The carbohydrates occupy 26 and 8.6% respectively of the glycidamins (refer to Hamasato 
and Akakura®®) and H. Suzuki?® regarding the carbohydrate of ovomucoid, and to H. Suzuki?” 
regarding that of the foot mucin) and the figures express the hydrolysis in per cent of these car- 
bohydrate moieties. 
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TaBLe III. 
Digestion of hexosides (incub. temp., 37°C). 


Figures express hydrolysis percentages calc. from iodine use. 





































































“ y E | | 
NA Substrate} § | 32 Methyl-a- a Methyl-a-acetyl- | 
. ~ 3s ce galactoside onaiiie glucosaminide 
» Nl | 
pH | a 
Time of incub. \_ 4.5 | 45 | 3.5) 4.5] 5.5)65) 4.5 4.5 | 3.5] 4.5) 5.5|6.5| 
(h % 
> he | 
1 29.9 | 46.9 | 58] 6.5) 3.4) 3.6) 69 | 33.3 | 0.0 x 0.0/0 
24 31.3 |35.5| 5.8) 5.6} 93.3 6.2 9.5 | 2.8 | 1.7 
24x 8 | 
Methyl-8- | Phenol-$- | Methyl-f- 
™ Substrate | acetylglu- | acetylglu- |carbobenzyl-| Menthol-a-glucu- Menthol-6- 
y's 8 lucuronic 
cosami- | cosami- | oxyglucosa- ronic acid 8 cid 
My nide_|__nide* minide in 
\ pH 
Time of incub. \ 4.5 4.5 4.5 3.5} 4.5) 5.5] 6.5 4.5 
(h) * 
1 5.7 66.3 -0.003 30.8 
24 60.7 -0.004 0.9} 0.0} 0.2} 0.1 
24x8 2.4| 1.3| 0.8) 0.8 




















* Substrate solution, 0.01 m. The figure was calculated out by taking account of the 
iodine use by phenol liberated. The substrate itself had no power of reducing iodine. 


TABLE IV. 


Increases of iodine use (per 20 mgm. of the substrates), when edestin 
and gelatin were digested by the snail proteases. 
(Incub. temp., 37°C; pH 4.5) 


Increases of iodine use are expressed in per cent of the substrates as glucose. 
‘ 











a ” a Substrate 
Time of —~_ ieee | Edestin | Gelatin 
incub. (day) ~™ Nt : 
Incub. mixt. titrated 5.73 0.58 
8 onto — " 
| 


| Filtrate titrated 5.77 


Incubation mixtures were composed of the enzyme, buffer and substrate solutions as des- 
cribed in JJJ, 1), but 5% substrate solutions were employed. Titration was made on | cc. of 
the mixtures and of a filtrate which corresponded to 20 mgm. of the substarates. 
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TABLE V. 


Increases of acidity per 20 mgm. of the substrates, when ovomucoid 
and snail foot-mucin were hydrolyzed by the snail enzyme complex. 
(Incub. temp., 37°C; pH, 4.5) 





7 


ed Substrate 
~~ 


Time of incub. -—~_ | 
(day) ie 


8 | 0.078 0.052 


Ovomucoid Snail foot-mucin 








Incubation mixtures were prepared with the enzyme, buffer and substrate solutions of the 
volumes described in J/I, 1), 100 mgm. each of the glycidamins being taken. Titration was 
made on the whole of each mixture and the volumes of the alkali used were divided by 5. 


DISCUSSION. 


1. Proteases. On the 8th day of incubation all of the proteins 
employed were seen cleft at pH 4.5 and all more readily at pH 9.0 
exclusive of gelatin. Gelatin could not be split at pH 9.0 and 7.0. 
Although the grades of digestion within 24 hours were very low, the 
existence of catheptic and tryptic proteinases is indisputable. 

2. Polyases. Early were detected the polyases splitting native*® 
and reprecipitated®” cellulose, inulin3®, lichenin’, chitin3®), chitosan3*), 
starch?”), mannan3) and galactan*}’ and more recently those attacking 
glycogen**), the carbohydrate from egg albumin» and A groupsubstance 
from human urine*®) (in helix pomatia) and also those hydrolyzing ovomu- 
coid-carbohydrate®) and B- and O-group substances from human urine?) 
(in Japanese snails). The other substrates in the present investigation 
are the ones tested for thr first time. 

In our enzyme solution polyases generally showed merely weak 
activity probably due to their disappearance during long preserva- 
tion. But the carbohydrate of snail foot-mucin was cleft extraordi- 
narily. This polysaccharide is composed of galactose and acetyl- 
glucosamine likely as is the one from the stomach mucus whose hydrolysis 
grade was very low. Although the latter has sulfuric acid, an additional 
constitutent, it is, needless to add, a matter undecided to what difference 
of structure the divergency of digestibility owes. An unexpected fact, on 
the other hand, was that mucoitin I was hydrolyzed more easily than 
mucoitin II which gave a less viscous solution suggesting its being of 
less associated molecules. 

3. Hexosidases. The presence in helix pomatia of maltase*®), 
A-glucosidase,3” invertase3®, a-**) and f-*” galactosidase and f-glucos- 
aminidase®™ is informed of by predecessors. _ By our enzyme solution was 
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cleft with certainty the a-acetylglucosaminide besides its f-isomer contrary 
to the finding of Neuberger and Rivers in helix pomatia. Whether 
a-glucosaminidase will be lost, the corresponding $-enzyme being retained, 
when the enzyme solution is submitted to dialysis which Neuberger 
and Rivers adapted in preparing their enzyme solution, is a matter of 
question. Furthermore both stereoisomers of glucoside and of galactoside 
were hydrolyzed. In consequence one has to exert fractionation or partial 
inactivation of the enzymes for the purpose of structural study of hexosides 
exclusive of glucuronides, of which a-isomer is deemed practically un- 
attackable. The mannosides-splitting specifity is under investigation®. 
According to Neuberger and Rivers only acetyl- and formy]-glucos- 
aminide are scissile while those otherwise N-acylated are not. Our 
result on N-carbobenzyloxyglucosaminide supports their view. 


A grant from the Education Department (through the Grant Committee 
of the National Research Council) enabled us to carry out this work, which is 
gratefully acknowledged. 
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Experimentelle Untersuchungen uber das Schicksal 
der Tuberkelbazillen im Blutstrom, insbesondere 
uber ihre Ausscheidungswege. 


Mitteilung. I: Uber die Verbreitung von den in die Ohrvene injizierten 
Tuberkelbazillen in der Lunge der Kaninchen, insbescndere ikr 
Auftreten im Alveolar- und Bronchiallumen. 


Von 
Takesi Abe. 
(ym gf) 


(Aus der Medizinischen Klinik und dem Kosankinbyo 
Kenkyusho der Kaiserlichen Tohoku-Universitat 
zu Sendai, Leiter: Prof. Dr. T. Kumagai 
und Prof. Dr. T. Ebina) 


(Received for publication, April 4, 1945) 
1. Einleitung. 


Das Schicksal der Tuberkelbazillen im Blutstrom wurde von vielen 
Autoren, Baumgarten” an der Spitze, experimentell untersucht und 
diesbeziigliche Angaben sind zu zahlreich, um einzeln aufgefiihrt werden 
zu konnen. Die meisten Autoren haben jedoch hauptsachlich die Ver- 
breitung der Tuberkelbazillen oder ihre Affinitat mit verschiedenen 
Organen untersucht, aber iiber- die Ausscheidung der Bazillen liegen nur 
einzelne Angaben vor. Namentlich iiber die Ausscheidung durch die 
Luftwege gibt es zwar die Angabe von Goyal,” der Tuberkelbazillen 
aus dem Trachealsekret ziichtete, allein unseres Wissens noch keine, wo 
man die im Alveolar- oder Bronchiallumen frei liegenden Tuberkelbazillen 
histologisch nachgewiesen hatte. 

In vorliegender Arbeit wollen wir zuerst bei Kaninchen mit der 
Bazillamie, die durch intravenése Injektion der Tuberkelbazillen kiinstlich 
verursacht wird, die Verbreitung von Tuberkelbazillen in der Lunge und 
ihr Schicksal, besonders ihr Auftreten im Alveolar- und Bronchiallumen, 
ihre Ausscheidung durch die Luftwege untersuchen. 


2. Versuchsmaterial und -methode. 


Als Versuchstiere wurden 37 gesunde Kaninchen mit negativer 
Tuberkulinreaktion benutzt. Hoch virulente Tuberkelbazillen vom 
Typus humanus (,, Sato ““-Stamm) wurden so homogen emulsiert, dass 
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in 1 ccm Emulsion | oder 10 mg Bazillen enthalten waren. 1 ccm von 
diesen Emulsionen wurde Kaninchen in die Ohrvene eingespritzt, und 
die Versuchstiere wurden danach in bestimmten Zeitraumen durch die 
Luftembolie getétet. Die exstirpierten Organe wurden zuerst mit 10% 
Formollésung fixiert, dann wurden wie gewéhnlich Paraffin-Schnitte | —- 
hergestellt. Sie wurden nach der Haematoxylin-Eosin-Doppelfarbung, = 
der Weiger tschen Farbung elastischer Fasern, der van Gieso nschen 


TABELLE I. 


Tab. 1. Lungenbefund der Kaninchen mit der Baziliaimie. - 


















































































































































Kaninchen Nr. 1}2 3'4/5'6/7 8 9 10 11 12 13 14/15/16 17 18 
Inokulierte Dosis — lies fee * : 
Infektionsdauer sj | 6) ~| A wl 2) | 3|~|7|m| 10/24] » |21/ 28/35 
Kérpergewicht | 81.5) 16 1.7/1.7 1.7] 1.5) 1.7] 1.9] 2,712.1] 2.1) 2.1] 2.2] 2.8) 2.5] 2.2123 
Tuberc.—Reaktion ~l—|-—|-|-|-|-!|-|-|-|- ~|+|+ +\+/+/+ 
Makrospopische at, ee] A) ee 2 Ce Sel ee eS nas an 
Tuberkel ed ae eco (ot aa al ~|#|+))= wa Sa a 
Hyperamie aie |e | ote | a a fee fae Hp t+) ) +] — | | | - z 
Bhutung aE OE PG PE PY PS ee ee ye Se Z 
S| — ||| |] —— © 
| Ocdem lf elt te tt) S| HH] |e] | — | —- | -|-|- < 
= : === — —'—_} — | —|—_]—}+_ ] — — S 
aed | weniger als | 1) 1/3.4/4¢/7/8/7|5{17/17| |42/23/k z 
| ee ee ee ee eet 4 
| Polym. Leukozyt.| +) +/4+/4/2 > 4/2%/2%/-—|—-]-/]-|-|- +/—/- : 
ae Oe ee Oe ee ee ee ee ee = 
¥ |p | yen Al Wa ad Me a Pe x Selman 
& 6 | Epitheloidzellen (4) 4/— +/4/4|4/4]4 | 4 | He | 
< om | Penk Cag TES | bestest ek —— 
z |Z | Lrmpbeere —|-—|— - | —-|—| 4) 2) + H+ 4] H]/ 4+) 4 + | dH | Ht | 
—_ - | — - = _— ee 
3 4 a inp Wee lee Hees Ce 
g\4 Riesenzelien -—|/=)/—|—|=}|/—-/#)/-|]-]- —| | & -i+it 
F | | Nekrobiose id + Je _|- 
as T — | | | | | | | we 
2 | | Nekrose —|-|-—|-|-|-|-|-|a@/—-|-|-|2\#% 2) +) + 
| wt, Oa EB a Se Se. ON el OR i Se te ee es 
| kollagene Fasern _ | +|+ 
—_—_ —— | — —_ — — | S| = — —- —— 
Mp Bench ll i i Ss A WH a at Nad MF 
8 | Histiozyten *x 22 x | | | Far 
lz | “Tract Fo aki on ee ee a 1s Sek 
| © | Epitheloidzellen _ =}+)- | 
I— are Deen Sane Seen Se ne ee ae mai 
Fy ag eed | -|- —|+\/+ Ose 
‘EE ntzundung Nat 
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von TABELLE I. 
und (Fortgesetzt) 
hn die 
10% Kaninchen Nr. 19|20 21 22 23/24/25 26°27 28 29'30'31 32 33 34 35 36 37 
nitte ' 
Inokulierte Dosis 10 mg 
ung, 
chen Infektionsdauer 1 | 3/16 6/24 4 3 347, 7/8/10 fis i4 16 |21 28 | 54| 41/41 | 44 
Kérpergewicht 1.5/1.7 ‘1.9 1.4/2.0 1.9]2.1| 1.4120 1.5/2.3 14 2.0121 1.5} 1.4] 2.5) 2.2) 1.5 
Tuberc.—Reaktion —|—|=|—|-|-|4]+]+]+]+[+[+]+[+]+]+/ +/+ 
ee ee |-|-|- So eat Reed taal ual ead aatitoal aad nad eal haa ad ada | 
17 ; ee ee Be eee Pe ee 
' | rpectae JH] + [+] — lal ++i te ae] e|—|-|—| +/+) 
—_ ef ee eee J | Y —— —_— -— ' 

: Blutung jae |e )|—-|-|- #)#/-|- # —|-|-|- —|-|—|-|- | 
ws iat | Oeden jm] | +|-|+)#]e[@le ~ #/-]-|-]-[-]«[*16 

le ———————_—_—_—— - —— L : eS | 
2.2) 2.3 | |Zahl in 1 Gesi- nigel | 18 
aes yield pm a4 H+ (27/14/55 = |41 26 25 | 23 24) Konfhuiert | 

ee — 
woh | Polyes. Leuko- 4/4 ]4 15 4|4|e/+/— « —|-|-|-|-|-|-|- - 
j : — oe ES Ce ee es eS Ce eS od om. | 
H+) + cnet (7 & Ait al Pg ee TB eS pee TOR A ee a Re | 
ae als Histiozyten |+|-|- iad ha ee ee ee 
=a 5 2 |Epitheloidzallen| — +|+ Se heal ad hal add bedi ica bad ad al al al Re | 
_|- ar: pe Fae EE ow ES sca OR Se, A | 
Be iF . 'g |Lymphoryten ers re re eres re Pea 
| = _ ae oe Pe —_ = ov | 
*% Zi — Son Ge tees Een SL lene i— 
- 4 4 |Riesenzellen |-|-|-|- = #/-|*/- - -|-]#|-/-]-|-|-/+ 
a). head IP Sat Swi .! a Pep. Dee bee bet be | 
23 | k g |e ov on on ee aan | 
| z Nekrobiose Netsobiee | |-|-|- -/-|-|-[- - =| +{+|+|+|+ 
lr ~ 1 a ew WREST ss 7 OE | 
a be Ss INekrose Netroe ——|—|-|- - |- 5 |-[=]- — -|= [| +[+]#] +] +|* 
ee Se ee ee eee ae ee ee ee ee ee | 
amne =| lll l_ le l-le @ —lelel—lelaleiele 
ae, 7 BST i EEA Ret has Coa Dee nae Re a CE ied aE We ta I he ae Nel 
+ | Polym. Leuko- ~|-|-|-/-|-|-|-|- - -|- Lj—|—]—|-J-|- 
<— 3 zyt. i a oF ae ee ee 

} sro | | | | | 
ad bl § |Histiozyten ~ wed at, fae! teal’ laos leet | | 
+/+ , es ee ee ee eee ee ee ee ee ee ee ee | 
—— < |Bpitheloidzelien| — -|-|-|-|+|-|*}- -'-|-{#|+]@ 4+ 

| a — eee eee eee = |” — — ~ 4{— —— —_— 
ag 1 z | | | | } 
hoe =‘ |Perifokale oe Laut os toe Lats Yon: hate tan. ant ak tae Lae te 
+\+ ze = | i | 
ry + Anmerkungen: -+ein wenig, +mittelmfssig, ++ziemlich, #+hochgradig. I. 
a6 38 
a sa Farbung und der von Katura_ modifizierten Tuberketbazillen- 

| Farbung im Gewebe von Wada® gefarbt und mikroskopiert. Bei der 
—_— = ° oe * . . d . 

Sektion von den Fallen, denen 10 mg Bazillen cingesprizt wurde, schnitt 
_es man die Trachea und brannte die Schnittflachen mit emer gitihenden 
+\+ Ose aus, damit Blut nicht iiberstrémte. Dann fihrte man eine mit 2% 

| ue a. . ° 

| NaOH angeklebte sterilisierte Ose in die Trachea ein, um das Innere | 

| 
| 
' 
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der letzteren mit NaOH nass genug zu machen. Nachdem das Sekret 
geschmolzen war, entnahm man es mit einer Ose. Nach Zusatz von un- 
gefahr 10 ccm 2% NaOH und ca 1 ccm 2.5% ZnSO, wurde das Versuchs- 
material 30 Minuten lang stehen gelassen. Dann wurde es 10 Minuten 
lang mit 3000 Drehungen per Minute zentrifugiert. Dem Niederschlag 
wurde 2 oder 3 ccm 4% H2SO, tropfenweise zugesetzt. Nach 10 Minuten 
langem Stehenlassen wurde die ganze Menge vom Niederschlag auf den 
Oka-Katakura schen Nahrboden ausgestrichen. 


3. Versuchsergebnisse. 


1) Hyperamie, Blutung und Oedem. Nach Ablauf von einer 
Stunde nach der Injektion von Tuberkelbazillen tritt die Hyperamie und 
teilweise Blutung auf. Sie wird nach 3 Tagen starker und bei den Fallen, 
die 1 mg Bazillen bekamen, nach einer Woche und bei denjenigen, die 10 
mg Bazillen erhielten, nach 10 Tagen schwacher und nach 3-4 Wochen 
nicht mehr bemerkt. 

Eine Stunde nach der Einspritzung von Bazillen tritt die Odemfliissig- 
keit ins Alveolarlumen ein. Sie nimmt nach 3-6 Stunden erheblich zu, 
aber nach ungefahr 10 Tagen ab und wird meist nach 2-3 Wochen fast 
nicht erkannt. 

2) Tuberkelbildung. a) Tuberkelbildung im Interstitium. 

Eine Stunde nach der Bazilleninjektion entstenhen im Alveolarseptum 
sehr kleine Herde, dic als Anfange der Tuberkelbildung anzusehen sind. 
Nach 3-6 Stunden vergréssern und vermehren sie sich, und zwar wird 
innerhalb 24 Stunden bei einer schwachen Vergrésserung durchschnittlich 
nur weniger als ein Herd in einem Gesichtsfeld, wohl aber nach 48 Stunden 
2-3 und nach einer Woche ungefahr § Herde wahrgenommen. Nach 10 
Tagen zahlen sie bei den Tieren, die 1 mg Bazillen bekamen, ungefahr 
7 und bei denjenigen, denen 10 mg Bazillen injiziert wurden, 26-41. Von 
diesem Zeitpunkte an nehmen sie nicht mehr erheblich zu und beginnen 
nach 3-4 Wochen zu konfluieren. 

Die Tuberkel konstruiert sich bis zum Ablauf von 6 Stunden nach 
der Injektion aus polymorphkernigen Leukozyten und wenigen mononu- 
klearen Zellen, welche als junge Epitheloidzellen anzusehen sind, und nach 
24 Stunden hauptsachlich bald aus polymorphkernigen Leukozyten, bald 
Epitheloidzellen; nach 48 Stunden finden sich ferner auch eine geringe 
Menge Lymphozyten und selten Riesenzellen. Nach 3 Tagen werden bei 
der Injektion von 1 mg Bazillen fast keine polymorphkernigen Leukozyten 
gefunden. Bei der von 10 mg Bazillen aber sind nach 8-11 Tagen noch 
wenige Leukozyten gemischt, und erst nach 13 Tagen sind sie nicht mehr 
enthalten. Die Nekrose kann bei seltenen Fallen schon nach 3 Tagen, 
aber gewohnlich nach 10-14 Tagen deutlich vorkommen, nachdem die 
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Piknose und Nekrobiose aufgetreten sind. 

b) Tubelkelbildung im Alveolarlumen. Schon 3 Stunden nach der 
Bazilleninjektion treten im Alveolarlumen grosse mononukledre Zellen 
auf, die in Form und Grdésse den grossen mononuklearen Zellen im Alveolar- 
septum gleich und daher wahrscheinlich Histiozyten sind. Sie nehman 
nach 6 Stunden verh4ltnismassig zu und sind nach 48 Stunden noch zu 
finden. Nach 2-3 Tagen erscheinen hier die Epitheloidzellen und im 
gegeniiberliegenden Alveolarseptum Infiltrationen mit polymorphkernigen 
Leukozyten und grossen mononuklearen Zellen. Nach 8 oder 16 Tagen 
vermehren sich die Epitheloidzellen erhebtich und bilden Tuberkeln. 

3) Bildung der pneumonischen Herde. Nach der Bazilleninjektion 
infiltrieren schon nach Ablauf von 48 Stunden, spatestens von 13 Tagen 
polymorphkernige Leukozyten, grosse mononukleare Zellen und Lymph- 
ozyten um die Tuberkeln und bildensog. perifokale pneumonische Herde, 
wodurch die Tuberkeln nach 5 Wochen konfluieren, grosse Herde bilden 
und eine erhebliche Verkasung herbeigefiihrt wird. 

4) Bronchitis. Eine Stunde nach der Einspritzung beobachtet man 
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Ziffer : Zahl der Tuberkelbazillen in einem Gesichtsfeld 


Anmerkungen) & : massenhaft 
+ : ein wenig 
Bruchzah] ‘Zahler: Zahl den Kolonien 
Nenner: Zahl der Nahrboden 


schon die Desquamatiom von Bronchialepithelien. Nach 3 und 24 Stunden 
findet sich in den Bronchien ebenfalls Exsudat, in dem nekrotische und 
zerfallene Zellelemente gemischt sind. Nach einer Woche wird die 
Bronchitis deutlich und nach 3 Wochen ziemlich stark, und nach 41 Tagen 
sind die Bronchien manchmal mit eitrigem Exsudat ausgefiillt. 

5) Verbreitung der Tuberkelbazillen in der Lunge, insbesondere 
ihr Auftreten in Alveolarlumen und Bronchien. 

Die Tuberkelbazillen verbreiten sich schon eine Stunde nach der 
Injektion in der Kapillaren der Alveolarwande, den kleinen Gefassen und 
Zellen des Interstitiums sowie in den Bronchialepithelzellen und den 
Lymphfollikeln um die Bronchien. Nach 3 Stunden werden sie im 
Alveolarlumen, in Exsudat oder von den grossen monoauklearen Zellen 
gefressen, und ebenfalls auch im Bronchiallumen gefunden. 
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6) Form und Schicksal der in der Lunge verbreiteten Tuberkelbazil- 
len. 

Die Tuberkelbazillen in der Kapillaren sind einzeln getrennt gelegen, 
manche darunter sind von polymorphkernigen Leukozyten umgeben und 
gefressen. Sie nehmen von 7 Tagen nach der Injektion an etwas, von 
10 Tagen an erheblich und nach 3 Wochen stark ab. Die Bazillen in den 
Zellen des Interstitiums des Alveolarseptums sind grésstenteils granulés, 
besonders viele davon sind von den Histiozyten gefressen. Die Bazillen 
in der Bronchialepithelzellen vermehren sich nach 48 Stunden verhAltnis- 
massig und erreichen nach 11 Tagen das Maximum, um nach 2 Wochen 
und spater abzunehmen. Die Bazillen in den Tuberkeln sind zwar im 
Frihstadium von den Leukozyten, aber bald danach von den grossen 
mononuklearen Zellen umgeben und gefressen. Nach 48 Stunden 
nehmen sie allmahlich zu und wuchern nach 7-8 Tagen zahllos und 
bischelférmig. In den Lymphfollikeln um die Bronchien werden viele 
Bazillen zuerst von den Retikulumzellen granulés gefressen. Sie vermeh- 
ren sich nach 48 Stunden und wuchern im allgemeinen nach 7-8 Tagen 
massenhaft. 

Im Alveolarlumen werden nach Ablauf von 3, 6, 24, 48 und 72 
Stunden freie Tuberkelbazillen erblickt, danach werden sie bei der In- 
jektion von | mg Bazillin nicht mehr erkannt, wahrend sie bei der von 10 
mg Bazillen nach 7, 8, 13 und 14 Tagen noch in geringer Menge zu finden 
sind und spater aber werden sie nicht mehr nachgewiesen. Im Bronchial- 
lumen befinden sie sich nach 3, 6, 24 und 48 Stunden. Ausserdem werden 
sie bei der Einspritzung von 10 mg Bazillen nach 7-13 Tagen gefunden und 
danach bis 4 Wochen nicht; aber nach 4 Wochen und spater werden sie 
wieder aus dem Exsudat mit Zellelementen zusammen nachgewiesen. 

7) Resultate der Kultur aus dem Trachealsekret. Bei den Fallen, 
die 10 mg Bazillen bekamen, fallt die Kultur aus dem Trachealsekret 
nach 72 Stunden, 7; 8, 10 und 11 Tagen fortdauernd positiv aus und danach 
negativ, um aber nach 28, 34 und 41 Tagen wieder positiv zu werden. 


4. Betrachtung. 


1) Weigert® meinte, dass die Wirkung der Tuberkelbazillen auf 
das Lungengewebe mit der primaren Gewebsschadigung beginnt und 
infolgedessen die Wucherung der fixen Gewebszellen herbeigefahrt wird. 
Dagegen behauptete Baumgarten,” dass die Tuberkelbazillen die 
Wucherung des Gewebes hervorrufen, ohne eine solche primare Gewebs- 
schadigung herbeizufiihren. In der neueren Zeit stellte Pagel» einen 
Dualismus auf, indem er behauptete, dass die Wucherung der fixen 
Gewebszellen der Lunge mit der primaren Schadigung der fixen Gewebs- 
zellen gleichzeitig stattfindet. 
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Wir haben Kaninchen die méglichst homogenen Emulsionen von 
Tuberkelbazillen vom Typus humanus in die Ohrvene injiziert und nach 
Ablauf von einer Stunde und spater beobachtet. Dabei wurden schon 
im friihen Stadium die Hyperamie der Kapillaren und kleinen Gefasse der 
Lunge, die parenchymatése Blutung ohne Zerstérung der Gefasswande 
an manchen Stellen und das erhebliche Odem konstatiert. Wenn es 
auch nicht klar ist, ob es sich diese Veranderung der Zirkulation um eine 
Zerstérung oder eine Reaktion handelt, schliessen wir darauf, dass hier 
eine primare Stérung des Gewebes durch das Eindringen von Tuberkel- 
bazillen und ihren Giftstoff liegt. 

2) Orth® sagte, dass, wenn auch die Veranderung duch die 
Tuberkelbazillen im Alveolarseptum die Tuberkelbildung ist, dieselbe 
im Alveolarlumen eine exsudative Veranderung ist und die kasige Pneumo- 
nie hier auftritt. Baumgarten,” Pagel® und andere behaupteten 
aber, dass die beiderartige Veranderungen durch einen gleichen Prozess 
auftreten und die Krankheitsform nur je nach dem Virulenz der Tuber- 
kelbazillen, der Immunitat der Individuen, der eigentiimlichen Gewebs- 
konstruktur und der Empfindlichkeit gegen die Infektion verschieden ist. 

Aus unseren Versuchen ergab sich, dass die Miliartuberkel im sehr 
friihen Stadium im Interstitium, besonders in der Lage der Kapillaren des 
Alveolarseptums oder in den Wanden kleiner Gefasse und den Lymph- 
follikeln um die Brochien entsteht und etwas spater, d.h. 48-72 Stunden 
nach der Injektion die Epitheloidzellen im Alveolarlumen erscheinen 
und dadurch die Tuberkeln bilden. Zugleich erscheinen mit dem zeitli- 
chen Ablauf, d.h. nach 48 Stunden— 13 Tagen Zellen im Alveolarlumen 
nahe von Tuberkeln und bilden sich die pneumonischen Herde. Nach 
5 Wochen entstehen grosse Herde durch die Konfluierung der Tuberkeln 
und dazu noch erhebliche Verkasung. Bei der hamatogenen Infektion 
besonders im Frihstadium spielt also die produktive Veranderung die 
Hauptrolle und ist die exsudative Veranderung wahrscheinlich nur die 
perifokale Entziindung. 

3) Uber die Verbreitung der in den Blutstrom eingedrungenen Tuber- 
kelbazillen in der Lunge gibt es im grossen und ganzen 4 verschiedene 
Ansichten. Baumgarten” meinte namlich, dass die Tuberkelbazillen 
zuerst die Lymphfollikel erreichen und dort einen Herd bilden. Nach 
Téppich” werden sie von den Endothelzellen aufgenommen und nach 
Takamura® von polymorphkernigen Leukozyten umgeben und bleiben 
in den Kapillaren, um hier eine Krankheitsveranderung hervorzurufen. 
Miyata® stellte fest, dass die Tuberkelbazillen nicht nur in den Blut- 
gefassen bleiben oder die Alveolarepithelien und Lymphfollikel erreichen, 
sondern auch von grossen mononuklearen Zellen gefressen in das Alveolar- 


. lumen gelangen. Huebschmann,” Pagel,» Takeda™ und andere 
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behaupteten, dass die Tuberkelbazillen theoretisch aus dem Blutstrom 
ins Alveoarlumen ausgeschieden werden miissen. Wenn auch Goyal?) 
berichtete, dass ihm der Nachweis von Tuberkelbazillen aus dem Tracheal- 
sekret im Friihstadium gelang, scheint doch noch keine Angabe vorzulie- 
gen, in der man im Alveolarlumen frei liegende Tuberkelbazillen kon- 
statiert habe. : 

In unseren Versuchen konnte man feststellen, dass die Tuberkelbazil- 
len schon eine Stunde nach der Injektion ausser in den Kapillaren noch 
im Alveolarinterstitium von Histiozyten und Leukozyten gefressen werden 
und in den Lymphfollikeln und Bronchialepithelzellen auftreten und 
dass sie nach 3 Stunden nicht nur in den Alveolarlumen, und Bronchien 
von grossen mononuklearen Zellen gefressen gefunden werden, sondern 
auch im Exsudat frei liegen. 

4) Unter den Tuberkelbazillen im Alveolarlumen sind diejenigen, 
welche in den grossen mononuklearen Zellen vorhanden sind, meist 
granulés; die im Exsudat frei liegenden, aber kurzstalfférmig, und zwar 
erscheinen sie im allgemeinen bis zum ungefahr 14 Tage nach der In- 
jektion, wenn sie auch manchmal schon nach 3 Stunden erscheinen. 
Die Tuberkelbazillen in den Kapillaren, insbesondere in den kleinen 
Blutgefassen sind meist lang-oder kurzstabférmig und nehmen ungefahr 
14 Tage nach der Injektion an schnell ab, wenn sie such nach 7 Wochen 
noch sparlich vorhanden sind. Wenn man ferner die Tatsache beriick- 
sichtigt, dass die primaren Zirkulationsstérungen, Hyperamie, Blutung, 
Odem usw., iiberhaupt nur in dem obengenannten Stadium beobachtet 
werden, so kann man schliessen, dass die Tuberkelbazillen mit Odemfliissig- 
keit direkt ins Alveolarlumen eindringen, ohne die Kapillaren zu zerstéren. 
Da die Tuberkel im Alveolarlumen etwas spater als die im Interstitium, 
d.h. 48 Stunden oder 13 Tage nach der Injektion auftritt, wird diese 
Reaktion wahrscheinlich, wie Takeda?” meinte, durch die ins Alveolarlu- 
men gelangten Tuberkelbazillen verursacht. Die Tuberkelbazillen in den 
Bronchien sind wohl zum Teil aus dem Alveolarlumen ausgeschieden 
worden, aber zum Teil sind sie, nachdem einmal in die Bronchialepithelien 
gelangt, mit Abfall und Nekrose derselben im Bronchiallumen aufgetreten ; 
denn die Bronchitis und der Abfall und die Nekrose der Brochchialepithelien 
werden bald nach der Bazilleninjektion wahrgenommen und dazu kommt 
noch dass, wahrend die Tuberkelbazillen aus den Bronchien nach- 
gewiesen werden, viele Bazillen in den Epithelzellen gefunden werden 
und spater erheblich abnehmen. Dass die in dem Alveolarlumen und 
dem Bronchiallumen erschienenen Tuberkelbazillen teilweise durch die 
Luftwege in die Aussenwelt, ausgeschieden werden, ist aus den Kulturer- 
gebnissen aus dem Bronchialsekret augenscheinlich. Dass die Tuber- 
kelbaziden nach 4 Wochen und spater noch aus den Bronchiallumen 
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nachgewiesen werden und auch die Kultur positiv ausfallt, wird wahr- 
scheinlich auf einer schon fortgeschrittenen tuberkulésen Veranderung 
beruhen. 


5. Schluss. 


1) Fuhrt man in die Ohrvene von Kaninchen hoch virulente 
Tuberkelbazillen vom Typus humanus ein, so treten die Hyperamie, 
das Odem und teilweise Blutung auf. Gleichzeitig beginnt die Wucherung 
der fixen Gewebszellen und wird die Leukozyteninfiltration gewissermas- 
sen beobachtet. 

2) Die pathologische Veranderung der Lunge, welche durch die 
in die Ohrvene eingespritzten Tuberkelbazillen hervorgerufen wird, ist 
hauptsachlich produktiv und die exsudstive Veranderung ist im allgemeinen 
die perifokale Pneumonie. Sie tritt im Interstitium des Alveolarseptums, 
insbesondere, in der Umgebung der Kapillaren, der Blutgefasse und 
Bronchien, und efwas spater im, Alveolarlumen auf. 

3) Die Tuberkelbazillen im Blutstrom gelangen durch den Blutstrom 
in die Lunge, werden im Interstitium des Alveolarseptums und in den 
Kapillaren von den Leukozyten oder Histiozyten umgeben und gefressen 
oder erreichen die Lymphfollikel um die Bronchien, die Bronchialepithelien 
und etwas spater mit Histiozyten oder Exsudat das Alveolarlumen. Durch 
den Abfall von den Bronchialepithelien treten sis zugleich auch in den 
Bronchiallumen auf. Das Stadium, in dem die Tuberkelbazillen im 
Alveolarlumen erscheinen, dauert gewéhnlich von 3 Stunde bis zu 
14 Tage nach der Injektion von Tuberkelbazillen. Nach 4 Wochen, wenn 
die Krankheit fortgeschritten ist, werden sie wieder in Bronchiallumen 
nachgewiesen. 

4. Die ins Alveolarlumen eingedrungenen Tuberkelbazillen werden 
nur im Frihstadium, in dem verhaltnismassig viele Bazillen im Blutstrom 
vorhanden sind, nachgewiesen. 





An dieser Stelle méchte Verf. Herrn Prof. Dr. S. Nasu in dem 
pathologischen Institut fiir seine freundliche Anleitung und Anregung den 
aufrichtigsten Dank aussprechen. 

Diese Forschung wurde durch Uberlassung von Geldmitteln des 
Unterrichtsministeriums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefiihrt, wofiir 
herzlich gedankt sei.—Prof. Dr. T. Kumagai und 

Prof. Dr. T. Ebina. 
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Fig. 1. Ein freier Tuberkeibazillus im Alveolarlumen der Lunge nach Ablauf von 72 Stun- 
den bei der Injektion 1 mg Bazillen. (1500:1) 





Fig. 2. Ein freier Tuberkelbazillus im Alveolarlumen der Lunge nach Ablauf von 3 Stunden 
bei der Injektion von 10 mg Bazillen. (1500:1) 
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